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Figura 1. Mortalidad proporcional de acuerdo a la causa de muerte por enfermedades no 
transmisibles. Realizado a partir de los datos que brinda la World Health Organization, 
2017.  
 
1. Relevancia de las enfermedades cardiovasculares  
 
De acuerdo a la clasificación de la Organización Mundial de la Salud las 
enfermedades cardiovasculares (ECV) pertenecen, a las llamadas enfermedades 
no transmisibles (ENT). Los últimos datos recopilados por esta organización 
indican que, a nivel mundial, las ECV son la principal causa de morbi-mortalidad 
debidas a ENT (46,1%), seguidas del cáncer (21,6%), las enfermedades 
respiratorias (18,4%) y la diabetes (4%), como muestra la Figura 1 (World Health 
Organization, 2017). Dentro de las ECV se incluyen entre otras a la 
cardiomiopatía coronaria, enfermedades cerebrovasculares y arteriopatías 
periféricas. Diversas proyecciones anticipan que la mortalidad cardiovascular 
seguirá aumentando. La Organización Mundial de la Salud ha informado que, 
mientras no haya una disminución de los factores de riesgo tales como: 
obesidad, hipertensión, sedentarismo, diabetes, la cifra anual de muertes por 
ECV y ETN aumentará a 26,3 millones y a 55 millones en el 2030 
respectivamente (World Health Organization, 2017).  
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Nuestro país no es ajeno a la situación observada a nivel mundial y las ECV 
son aquí también la principal causa de muerte. Los Indicadores Básicos de la 
Argentina del año 2014 muestran que las ECV generan cerca de 100.000 
muertes anuales. Si tenemos en cuenta que aproximadamente la mitad se debe 
a cardiomiopatía isquémica coronaria, mueren por esta dolencia unas 40.000 
personas por año, es decir unas 110 personas por día (Ministerio de Salud de la 
Nación). 
Por lo expresado anteriormente es evidente que a pesar de los avances en la 
generación de fármacos, en la modernización de los diferentes procedimientos 
médicos y el mayor control de los factores de riesgo, las ECV siguen siendo la 
principal causa de muerte, con una incidencia y prevalencia global de 
dimensiones pandémicas. Es entonces imprescindible avanzar en el 
conocimiento de los mecanismos moleculares que subyacen a las ECV, para 
poder así desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que resulten eficaces en la 
prevención de dichas patologías. 
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2. Sistemas oxidantes, antioxidantes y modificaciones redox 
 
 En las últimas décadas el estrés oxidativo ha sido involucrado en la 
patogénesis de las ECV. Se considera estrés oxidativo al desbalance entre la 
producción de especies oxidantes (especies reactivas del oxígeno (ROS) y del 
nitrógeno (RNS)) y la eficacia de las defensas antioxidantes presentes en mayor o 
menor medida en todos los tejidos (Schafer y col. 2001).   
 Los ROS/RNS pueden ser radicales libres (RL) o especies reactivas no 
radicales. Químicamente los RL al tener un electrón desapareado, tienen una alta 
inestabilidad y extrema reactividad. En condiciones fisiológicas, los ROS/RNS 
actúan como segundos mensajeros intracelulares modulando vías de transducción 
de señales, pero, cuando se producen en exceso, son capaces de interaccionar con 
lípidos de membrana, proteínas y ADN, dañándolos (Proctor y col. 1984; Dröge 
2002). La principal especie reactiva implicada en este daño es el anión superóxido 
(O2-•), pero también pueden participar el agua oxigenada (H2O2), el radical hidroxilo 
(HO.), el óxido nítrico (NO), el peroxinitrito (ONOO-) y el nitroxilo (HNO).  
 Las especies oxidantes se producen constantemente en la mitocondria durante 
la fosforilación oxidativa pero son también el producto de la activación de sistemas 
enzimáticos no mitocondriales como el de la NADPH oxidasa (NOX), la xantina 
oxidasa (XO) y la óxido nítrico sintasa (NOS). La célula cuenta además con sistemas 
buffers que previenen el daño oxidativo: atrapadores no enzimáticos como el 
glutatión reducido (GSH), vitaminas y flavonoides, enzimas tales como la superóxido 
dismutasa (SOD), catalasa, tiorredoxina y glutatión peroxidasa (Köhler y col. 2014). 
 Como se mencionó, las proteínas de la célula pueden ser afectadas por el 
estrés oxidativo. Aquellas que contienen mayor cantidad de cisteínas son más 
sensibles a los cambios redox porque los grupos tiol (-SH), que existen como tiolatos 
(-S-) a pH fisiológico, tienden a reaccionar más rápidamente con ROS/RNS. (Donoso 
y Sánchez 2013). Este hecho otorga a las cisteínas y a las proteínas que las 
contienen, un rol especial en la biología redox. Muchas de estas proteínas están 
implicadas en reacciones biológicas importantes tales como fosforilación oxidativa, 
regulación metabólica, transducción de señales (Dröge 2002; Kumar y col. 2013; 





Figura 2. Posibles grados de oxidación de los grupos tiol. Los residuos de cisteína pueden ser 
oxidados por ROS, generando ácido sulfénico, el cual puede reaccionar con un grupo tiol de otra 
proteína formando un puente disulfuro, o con glutatión para convertirse en un residuo S-
glutationilado o con RNS como el NO para convertirse en un residuo S-nitrosilado. Bajo fuertes 
condiciones oxidativas el ácido sulfénico puede transformarse en ácido sulfínico y sulfónico. Figura 
modificada del trabajo de Donoso y Sánchez 2013. 
 Las modificaciones que sufren los grupos tiol pueden ser reversibles (S-
glutationilación, S-nitrosilación y formación de puentes disulfuro) o irreversibles 
(ácido sulfínico y sulfónico) indicando estas últimas, la máxima oxidación del grupo 
tiol. La variedad de modificaciones redox de los grupos tiol se observa en la Figura 2 
(Donoso y Sánchez 2013). 
Dependiendo de la posición que ocupe la cisteína en la estructura cuaternaria 
de la proteína, su oxidación podría provocar distintos cambios estructurales y 
funcionales:  
1) Si se encuentra en un sitio activo o catalítico: la oxidación puede favorecer 
la activación de la proteína o puede inhibirla ocasionando una pérdida de 
la función.  
2) Si se encuentra en un sitio de regulación: en este caso la oxidación estaría 
involucrada en la modulación de la actividad de la proteína. 
3) Si es una cisteína estructural: su oxidación puede afectar el plegado y la 
estabilidad de la misma por llevar a la formación de enlaces 
intramoleculares o con otras proteínas o afectar sitios de coordinación de 
metales, como los dedos de zinc. 
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 A)   PS* + GS* →PS–SG
 B)   PS–H + GS–SG →PS–SG + GSH
 C)   PS-H + H2O2  →PS-OH + H2O
PS-OH + GSH→PS–SG + H2O
S-Glutationilación
 
Figura 3. Reacciones que conducen a la S-glutationilación. En color se muestran las distintas 
especies reactivas que reaccionan con el grupo tiolato (PS*) o tiol (PS-H) de las proteínas. 
Aunque existe considerable evidencia de las modificaciones reversibles e 
irreversibles de los grupos tioles de las proteínas, la identidad y la importancia 
fisiológica de cada una de ellas aún se desconocen (Chouchani y col. 2011). 
 
Mecanismo de producción de las reacciones redox 
La S-glutationilación es la formación de un enlace disulfuro mixto (PSSG) 
entre el grupo tiol de una proteína y el del GSH (Hopkins 1925). El GSH es el tiol 
intracelular no proteico más abundante y como ya vimos, un regulador clave del 
estado redox.  
La S-glutationilación puede resultar de: 
- la reacción directa entre el grupo tiolato (PS*) de la proteína y el radical 
glutatión (GS*) (Figura 3, reacción A),  
- la reacción entre el grupo tiol de la proteína (PS-H) y el glutatión oxidado 
(GSSG) (Figura 3, reacción B), siendo éste el mecanismo más frecuente,  
- la reacción entre el grupo tiol de la proteína (previamente activado), con el 
GSH. La activación del grupo tiol puede resultar de su oxidación a ácido sulfénico 
(PS-OH), por agentes oxidantes, como el H2O2 (Figura 3, reacción C) (Martínez-Ruiz 
y col. 2007). 
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De manera similar la S-nitrosilación, o unión del NO a los grupos tioles de las 
proteínas, no se da de manera directa. La reacción ocurre entre el tiolato de la 
proteína (PS*) y el NO (Figura 4, reacción A). Alternativamente, RNS como el óxido 
de nitrógeno (III) (N2O3) y el ONOO- pueden generar la S-nitrosilación directa de los 
tioles de las proteínas (Figura 4, reacciones B y C) (Martínez-Ruiz y col. 2007). 
 
Otra de las modificaciones redox que sufren los grupos tiol de las proteínas es 
la formación de los puentes disulfuro (SS). Estos enlaces covalentes pueden 
producirse entre dos cisteínas cercanas de la misma cadena polipeptídica (puentes 
intramoleculares) o de cadenas pertenecientes a dos proteínas diferentes (puentes 
intermoleculares) y ocurren cuando al menos uno de los grupos sulfhidrilo (SH) está 
activado por oxidación (Chung y col. 2013). 
 En resumen, las cisteínas de las proteínas pueden sufrir oxidaciones 
dependiendo de su accesibilidad, reactividad y del entorno redox (Shao D. y col. 
2012). Muchas cisteínas se encuentran basalmente modificadas, otras lo hacen en 
respuesta a agonistas y participan en la transducción de señales y finalmente 
algunas se modifican ante el aumento del estrés oxidativo. Dada la naturaleza 
reversible y en consecuencia dinámica de la S-glutationilación, S-nitrosilación y 
formación de puentes disulfuro, estas modificaciones se vinculan con la señalización 
celular o se proponen como protectoras ante una oxidación irreversible de las 
 A)  PS* + NO → PS–NO
 B) N2O3 + PS-H→PS-NO + H+ + NO2-
 C) ONOO- + PS-H → PS-NO + H20
S-Nitrosilación
 
Figura 4. Reacciones que conducen a la S-nitrosilación. En color se muestran las distintas 




cisteínas que constituye claramente un daño permanente (Roos y col. 2011; Murphy 
y col. 2012; Grek y col. 2013; Yang 2014).  
El daño oxidativo irreversible de las proteínas también puede ocurrir a nivel de 
otros residuos aminoacídicos. La reacción de los RNS con la tirosina lleva a la 
formación de 3-nitrotirosina (nitración), reacción que puede ocurrir además a nivel de 
la fenilalanina y del triptófano (Batthya´ny y col. 2017). Otro mecanismo de oxidación 
irreversible es la carbonilación o adición de grupos carbonilo (=CO) que ocurre 
principalmente en los residuos de prolina, arginina y lisina. Los derivados 
carbonílicos son los marcadores más usados para establecer daño oxidativo pues 
son más estables, se forman tempranamente y se mantienen por más tiempo (Curtis 
y col. 2012).  
Nuestro interés principal en este trabajo estuvo dirigido a aquellas 
modificaciones redox que afectan a las proteínas involucradas en la regulación del 
Ca2+ intracelular en el miocardio. Para una mejor comprensión de los efectos 
funcionales que los cambios redox indujeron sobre ellas, se realiza a continuación 
una breve descripción de la fisiología cardíaca y de las proteínas implicadas en el 




3.  Conceptos generales de la fisiología cardíaca 
 
La función cardíaca ha fascinado al hombre desde el principio de la 
civilización y documentos que datan del siglo V a.C. describen ya la estructura y 
función mecánica del órgano. La actividad eléctrica cardíaca fue reconocida por 
primera vez por Kolliker y Müller en 1856 quienes observaron la contracción de los 
músculos de la rana inervados por el nervio ciático, cuando accidentalmente éste se 
puso en contacto con el corazón. En 1883 Ringer descubre el papel esencial del 
Ca+2 en la contracción. El avance científico posterior permitió trasladar el estudio y 
conocimiento al nivel celular. Durante las últimas décadas, la investigación sobre el 
corazón ha sido motivada, no sólo por el deseo de descubrir los secretos de este 
órgano vital, sino también por su relevancia clínica, como causal de patologías que 
pueden comprometer la vida. 
El corazón es un órgano complejo compuesto mayormente (90%) por tejido 
muscular. Contiene además tejido conectivo (colágeno fibrilar, glucosaminoglucanos, 
integrinas, fibronectina, etc) y abundantes vasos sanguíneos ramas de las arterias 
coronarias. Con las cámaras vacías pesa aproximadamente 280 gramos en la mujer 
y 340 en el hombre. Está organizado en cuatro compartimentos, dos superiores 
denominados aurículas comunicándose con dos inferiores, los ventrículos. La 
principal función del corazón es generar un flujo de sangre a través del organismo en 
una forma constante y adecuada según los requerimientos tisulares. 
El bombeo eficiente por parte del corazón requiere que las células que 
constituyen el tejido muscular cardíaco se contraigan de manera coordinada y 
secuencial desde las aurículas a los ventrículos. Tal proceso resulta de la interacción 
de cuatro propiedades fundamentales: excitabilidad (batmotropismo), automatismo 
(cronotropismo), conducción (dromotropismo) y contractilidad (inotropismo). El 
proceso de contracción es originado por un estímulo eléctrico que se propaga a 
través de todas las células cardíacas y que resulta finalmente en el acortamiento de 
los miocitos. 
Tomando un criterio fisiológico, podemos considerar dos tipos de células 
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Figura 5. A) Esquema del corazón, indicando las cámaras que lo componen: aurícula derecha 
(AD), izquierda (AI) y los ventrículos derecho (VD) e izquierdo (VI). En verde se muestran las 
vías de conducción del impulso indicándose con flechas blancas, la dirección de propagación del 
potencial de acción. B) muestra las uniones GAP que se encuentran en todos los cardiomiocitos. 
implicadas en la generación y conducción rápida del potencial de acción (PA) y otras 
dedicadas a la contracción y relajación. 
En las células del nodo sinusal (NS), nodo aurículo-ventricular (AV) y sistema 
His-Purkinje reside la capacidad de generar PA en forma automática, siendo la 
mayor frecuencia de descarga del NS la que determina el ritmo cardíaco en 
condiciones normales. Estas células se encuentran conectadas entre sí como lo 
muestra la Figura 5 (resaltado en verde). Los discos intercalares que las relacionan, 
son acoplamientos de hemicanales proteicos de baja resistencia (conexones) que 
forman uniones de hendidura o “uniones GAP”. Sin embargo, el acoplamiento 
mediado por conexones no se limita al sistema cardionector, sino que está presente 
en todo el corazón y permite que la despolarización alcance la membrana de cada 
cardiomiocito en forma casi simultánea haciendo que funcionen como una estructura 
sincitial (Hervé y col. 2008; Klever y col. 2014). 
 
Las células musculares o cardiomiocitos son los elementos contráctiles del 
tejido cardíaco y están constituidos por unidades básicas de contracción 
denominadas sarcómeros. Los sarcómeros están a su vez compuestos por proteínas 
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contráctiles, filamentos finos y gruesos, que al interaccionar y deslizarse generan la 
contracción muscular (Bers, 2001). La membrana plasmática de los cardiomiocitos 
(sarcolema) presenta invaginaciones cilíndricas (túbulos-T) que se extienden 
profundamente dentro de la célula acercándose al retículo sarcoplasmático (RS), 
organela involucrada en la captación, secuestro y liberación de Ca2+. La porción del 
RS estrechamente relacionada al túbulo-T se denomina “junctional RS” y mide 
aproximadamente 10-15nm (Hayahi y col. 2009). Este minúsculo nanodominio 
formado por el túbulo-T y el RS se conoce como “díada”. Se ha estimado que hay 
aproximadamente 20.000 díadas a lo largo de un miocito cardíaco (Winslow y col. 
2016). 
En el túbulo-T del sarcolema se disponen los canales de Ca2+ tipo-L (CCL) 
Estos canales se hallan enfrentados al canal liberador de Ca2+ del RS, también 
denominado receptor de rianodina tipo 2 (RyR2). Esta relación espacial, como 















































Figura 6. Acoplamiento excito-contráctil en un miocito cardíaco. Esquema de las principales 
proteínas y organelas involucradas en el acoplamiento: CCL (canal de Ca2+ tipo L), NCX 
(intercambiador Na+/Ca2+); Ca2+-ATPasa (del sarcolema); PLN (fosfolamban); SERCA2a 
(Ca2+ATPasa del RS); RyR2 (Receptor de rianodina); CQS (Calsecuestrina); MCU (canal de Ca2+ 
mitocondrial). El recuadro muestra el curso temporal de un potencial de acción (línea negra), el 
transitorio de Ca2+ (línea azul) y la contracción en un miocito ventricular (línea punteada roja) de 
conejo a 37ºC (modificada de Bers y col. 2002). 
 
3.1. Acoplamiento excito-contráctil cardíaco 
 
El acoplamiento excito-contráctil (AEC) se describe como el proceso por el 
cual, la membrana del cardiomiocito se despolariza generando un PA que resulta en 
un aumento en la concentración de Ca2+ citosólico. Éste interacciona con las 
proteínas contráctiles, desencadenando la contracción del miocito (Bers 2001). 
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Durante la fase inicial del PA, la membrana o sarcolema se despolariza, con 
lo cual aumenta la probabilidad de apertura de los CCL permitiendo la entrada de 
Ca2+ a la díada. La concentración incrementada del ion en ese compartimento, lleva 
a que se una a los RyR2 del RS desencadenando la liberación del Ca2+ almacenado 
en esta organela (Fabiato y col. 1983). De esta manera aumenta rápidamente la 
concentración intracelular del ion, difundiéndose hacia todo el citosol. Este proceso, 
esquematizado en la Figura 6, ha sido clásicamente descripto como “liberación de 
Ca2+ inducida por Ca2+”. Una vez liberado del RS, el Ca2+ citosólico interacciona con 
los miofilamentos del sarcómero y se inicia la contracción del miocito (Bers y col. 
2002). Se denomina “transitorio de Ca2+” al aumento pasajero en la concentración 
citosólica de Ca2+ ([Ca2+]i) que ocurre en forma sucesiva a lo largo del ciclo cardíaco. 
La amplitud de los “transitorios de Ca2+” es uno de los principales determinantes del 
estado inotrópico de las células cardíacas.  
El concepto de AEC también comprende los fenómenos relacionados con la 
relajación mecánica, la cual permite el ingreso de sangre y llenado diastólico de las 
cámaras cardíacas. Para que ocurra relajación se requiere de la disminución del 
Ca2+ citosólico que es llevada a cabo por varios mecanismos. La principal vía de 
remoción del Ca2+ del citosol es el secuestro de dicho ion hacia el RS a cargo de la 
Ca2+ ATPasa denominada SERCA2a (del inglés: Sarco/Endoplasmic Reticulum 
Ca2+-ATPase), bomba de Ca2+ ubicada en la membrana del RS. Cuando el potencial 
de membrana retorna a valores más negativos, el Ca2+ comienza también a ser 
extruido del citosol por el intercambiador Na+-Ca2+ (NCX) el cual intercambia un ion 
Ca2+ por tres iones Na+. La Ca2+-ATPasa sarcolemal, extruyendo Ca2+ a través de un 
transporte activo, y la mitocondria incorporando el Ca2+ citosólico a través de un 
canal (MCU) son dos mecanismos alternativos de poca relevancia (2-3%) en relación 
a los mencionados en primer término, SERCA2a y NCX (Bassani y col. 1992). A 
medida que la concentración de Ca2+ disminuye en el citosol, éste se va disociando 
de las proteínas contráctiles, terminando así la fase de contracción del ciclo 
cardíaco. 
Como consecuencia del accionar de las distintas proteínas mencionadas, el 
[Ca2+]i oscila normalmente entre 100nM (diástole) y 1µM (sístole) (Bers 2001). 
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3.2. Manejo de calcio  
 
El Ca2+ representa una de las moléculas de transducción de señales más 
ubicuas de todas las que se conocen. Es capaz de mediar una diversa gama de 
funciones biológicas, entre ellas, la contracción muscular, la exocitosis celular, la 
actividad neuronal y también inducir la muerte celular programada. Desde que 
Ringer observó que se requería Ca2+ para la contracción cardíaca, el papel del Ca2+ 
como ion de señalización en el corazón se ha valorado y estudiado cada vez más 
(Landstrom y col. 2017). 
En los cardiomiocitos, la amplitud de los transitorios de Ca2+ depende del flujo 
neto de este ion a través de la membrana plasmática, de la liberación por parte del 
RS y de su distribución en los distintos compartimentos intracelulares, como ya se ha 
descripto. Al conjunto de procesos que participan en la dinámica del flujo de Ca2+ 
intracelular, se los denomina “manejo del Ca2+”. En las células cardíacas la [Ca2+]i se 
encuentra en un equilibrio dinámico y estrictamente controlado, ya que es la que 
determina el estado inotrópico del músculo cardíaco. Hay numerosas evidencias de 
que las alteraciones de la homeostasis del Ca2+, desempeñan un papel clave en la 
patogénesis de trastornos cardiovasculares tales como: la disfunción contráctil (Bers 
y col. 2006), hipertrofia cardíaca (Wilkins y col. 2004) y la aparición de arritmias 
(Clusin y col. 2003; Landstrom y col. 2017). 
En las próximas secciones se describen los aspectos más relevantes de las 
proteínas involucradas en el manejo del Ca2+ intracelular. 
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4. Proteínas que manejan el calcio y sus modificaciones 
postraduccionales 
 
4.1. Canal de calcio tipo L (CCL) 
Son canales dependientes de voltaje también llamados receptores de 
dihidropiridinas (DHPR) por su sensibilidad a las 1,4 dihidropiridinas. Se encuentran 
preferentemente, como ya se mencionó, en el túbulo T del sarcolema y permiten el 
pasaje de Ca2+ desde el espacio extracelular hacia el interior de la célula. Esta 
corriente iónica se denomina ICa. 
La subunidad principal se denomina α1c y comprende 4 dominios con 6 
segmentos transmembrana cada uno. Además, a lo largo del canal se reconocen 
múltiples sitios de unión para diferentes subunidades auxiliares (β, α2, δ y γ) 
responsables de su modulación y regulación (Dolphin 2006; Fang y col. 2011) 
(Figura 7). Los extremos amino y carboxilo terminal (C-terminal) son citoplasmáticos, 
siendo el C-terminal fundamental para determinar la localización del canal en la 
membrana plasmática y su interacción con proteínas moduladoras tales como la 
calmodulina (CaM), la quinasa dependiente de Ca2+ y CaM (CaMKII) y la quinasa 
dependiente de AMPc (PKA) (Anderson y col. 2007; Harvey y col. 2013). La apertura 
de estos canales acontece cuando el potencial de membrana se despolariza y 
alcanza aproximadamente los -30 mV. Una vez abiertos, muestran una elevada 
conductancia para luego sufrir una lenta inactivación dependiente de voltaje y de 
Ca2+, a través de su unión a la CaM asociada al canal (Halling y col. 2005; Bers 
2001). Esto limita la cantidad de Ca2+ que ingresa en cada PA para inducir la 
liberación de Ca2+ del RS.  
La actividad del CCL se regula por fosforilación a través de distintas quinasas. 
El efecto estimulatorio de la PKA sobre la ICa se conoce hace más de 30 años, 
aunque el mecanismo molecular por el que esto ocurre, aún hoy se discute 
(Osterrieder y col. 1982). Una de las propuestas recientes sugiere que la 
fosforilación liberaría la autoinhibición que ejerce el extremo distal del C-terminal de 
la subunidad α1c, favoreciendo así el aumento de la probabilidad de apertura del 
canal (Kamp y Hell 2000). Por otra parte, se ha descripto que la fosforilación por 




Figura 7. Estructura del canal de calcio tipo L. La subunidad principal es la α1c (celeste) compuesta 
por 4 dominios, cada uno de los cuáles contiene 6 segmentos transmembrana. Las subunidades β 
citosólica (fucsia), α2 extracelular, (amarilla), δ (rojo) y γ (verde) regulan las propiedades del canal. 
 
cuando aumenta la frecuencia de estimulación. Por este mecanismo aumenta el pico 
de la corriente y se retrasa su inactivación por Ca2+ (Yuan y col. 1994; Xiao y col. 
1994; Bers y col. 2014). Finalmente se ha propuesto que la proteína quinasa C 
(PKC) modula el CCL, aunque su rol se encuentra muy discutido: mientras hay 
trabajos que afirman que estimula la ICa, otros demuestran efectos inhibitorios 
(McHugh y col. 2000; Kamp y Hell 2000). 
La subunidad α1c formadora del poro del CCL cardíaco contiene varios 
residuos de cisteína que pueden potencialmente someterse a modificaciones redox 
(Cserne Sappanos y col. 2017). En sistemas de expresión heterólogos (células 
HEK293, Hu y col. 1997) y en cardiomiocitos (Gill y col. 1995) se demostró que los 
ROS/RNS son capaces de oxidar irreversiblemente a los grupos tiol de los residuos 
de cisteína disminuyendo así ICa. Otros investigadores, han informado sin embargo, 
que los agentes tiol-oxidantes aumentan ICa (Song y col. 2010). Estas discrepancias 
pueden deberse, en parte, a que CaMKII, PKA y PKC pueden activar ICa por 
fosforilación y las tres quinasas pueden activarse por oxidación dependiente de 
ROS. Por lo tanto, los ROS pueden inducir simultáneamente la activación de ICa vía 













Figura 8. Esquema de la estructura de SERCA2a. 
 
4.2. Bomba de calcio del retículo sarcoplasmático (SERCA2a) 
Es una proteína con actividad ATPasa, ubicada en la membrana del RS cuya 
función es el transporte activo de Ca2+ desde el citosol hacia el lumen del RS. Posee 
una masa molecular de 110 kDa de la cual el 70% se localiza del lado citosólico. 
Dentro de su estructura se describen diferentes dominios con funciones específicas 
(Figura 8): un sitio de anclaje a la membrana, un dominio al que se une el ATP (N), 
un dominio de fosforilación (P) altamente conservado que es fosforilado durante los 
ciclos de transporte y un dominio (A) que controla el movimiento de la enzima 
durante los cambios conformacionales que se producen a lo largo del ciclo catalítico 



















De las diferentes isoformas, el corazón expresa la SERCA2, principalmente la 
variante 2a. La cantidad de SERCA2a presente en el tejido está sujeta tanto a 
diferencias regionales como a modificaciones durante el desarrollo, el 
envejecimiento o a la existencia de patologías cardíacas. Por ejemplo se ha 
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demostrado que disminuye en la insuficiencia cardíaca. Su funcionamiento tiene 
impacto sobre la velocidad de relajación ya que remueve el Ca2+ del citosol y sobre 
la contractilidad al determinar la cantidad de Ca2+ del RS disponible para la próxima 
contracción (Frank y col. 2003). El proceso de transporte del Ca2+ por parte de 
SERCA2a, descripto en la Figura 9, se basa en cambios cíclicos entre dos estados 
conformacionales que se denominan E1 y E2. El mecanismo se inicia con la unión 
del Ca2+ a los sitios citoplasmáticos (conformación E1). Luego ocurre la hidrólisis del 
ATP y la fosforilación de la bomba en el aspartato de la posición 351. Este fenómeno 
da lugar a una serie de cambios conformacionales que determinan que el Ca2+ 
pierda contacto con el citoplasma y tenga acceso al lumen del RS (estado E2). En el 
estado conformacional, E2, la bomba tiene menos afinidad por el ion y lo libera a la 
luz del RS. La pérdida del fosfato de la SERCA2a y la unión a otra molécula de ATP 
da lugar nuevamente a la conformación E1. 

















Figura 9. Esquema cíclico de los cambios conformacionales de SERCA2a durante el transporte 
de Ca2+. A) El Ca2+ se une a los sitios que se encuentran cerca del centro de la porción 
transmembrana y accesibles desde el citoplasma en la conformación E1. B) Tras la unión del Ca2+ 
ocurre la hidrólisis de ATP y la bomba se fosforila, pasando al estado conformacional E2 
permitiendo la liberación del Ca2+ al interior del RS. C) Tras la liberación del Ca2+, la bomba se 
desfosforila. D) La desfosforilación da lugar a la conformación inicial E1 que se asocia a una 




La función de SERCA2a puede ser modulada por diversos factores, entre los 
que se pueden mencionar su fosforilación (Xu y col. 1999) y la interacción con otras 
proteínas como el sustrato del receptor de insulina, S100A1, proteína fijadora de 
Ca2+ rica en histidina (HRC) y HAX-1 entre otras (Algenstaedt y col. 1997; 
Vandecaetsbeek y col. 2009; Kranias y Hajjar 2012). Modificaciones redox también 
pueden alterar la actividad de la bomba de Ca2+ SERCA2a. Algunos residuos de 
cisteína están basalmente S-nitrosilados y parecen contribuir a su normal 
funcionamiento (Bencsik y col. 2008). Se ha demostrado que bajos niveles de 
ROS/RNS oxidan reversiblemente a la SERCA2a y la activan (S-glutationilación de 
la cisteína 674) (Adachi y col. 2004; Lancel y col. 2009) mientras que oxidaciones 
más severas como la nitración inhiben su función (Knyushko y col. 2005; Lokuta y 
col. 2005). 
Sin embargo, el principal factor de modulación de la actividad de la bomba es 
su interacción con la fosfoproteína fosfolamban (PLN) (Kirchberber y col. 1975) la 
cual, en su estado desfosforilado, inhibe a la SERCA2a. Se ha visto que en 
patologías como la insuficiencia cardiaca, donde el nivel de estrés oxidativo es alto, 
PLN puede inhibir a SERCA2a por un mecanismo redox dependiente denominado 
“cross-linking”. Así, la lisina 27 de PLN puede formar un enlace covalente con la 
cisteína 318 de SERCA2a, estabilizándola en la conformación E2, conformación que 
















Figura 10. Estados conformacionales en los que se encuentra PLN. En estado monomérico se 
asocia a SERCA2a inhibiendo así el transporte de Ca2+ desde el citosol hacia el lumen del RS. Su 
fosforilación favorece su pasaje a la forma pentamérica. (Kranias y Hajjar 2012). 
4.3. Fosfolamban (PLN) 
Es una proteína ubicada en la membrana del RS, compuesta por 52 
aminoácidos. Como se observa en la Figura 10 puede encontrarse en forma de 
monómero de 6 kDa, forma activa que inhibe la actividad de SERCA2a, o bien 
constituyendo homopentámeros (reserva de monómeros) conformación que anula su 
regulación sobre la bomba de Ca2+ (Kranias y Hajjar 2012). Su nombre deriva del 
griego “fosfato” y “lambano” que significa “que recibe fosfatos” (Katz 1998). 
 
Estructuralmente puede dividirse en dos dominios: a) un dominio I (hidrofílico) 
que abarca los aminoácidos 1 al 30 y que contiene los sitios fosforilables: serina16 
fosforilado por PKA y treonina 17 fosforilado por CaMKII (Simmerman y col. 1986; 
Drago y col. 1994) y b) un dominio II (hidrofóbico) que comprende los aminoácidos 
31 a 52 conformando una hélice alfa transmembrana que ancla esta proteína a la 
membrana del RS (Figura 11). Dentro de esta región han sido identificados residuos 
de cisteína, leucina e isoleucina que son críticos para la formación del 
homopentámero (MacLennan y col. 1998). Esta zona participa además, en el efecto 
inhibitorio de PLN sobre la SERCA2a (Kimura y col. 1997). 
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La fosforilación de la PLN favorece el pasaje a su forma pentamérica (Figura 
10) y libera así a la SERCA2a del efecto inhibitorio que los monómeros ejercen 
sobre ella. 
Estudios del grupo de Froehlich y col. 
(2008) en microsomas de células de insecto que 
co-expresaban SERCA2a y PLN, mostraron que 
la actividad de la bomba puede ser modulada por 
un mecanismo independiente de la fosforilación 
de PLN, que implica la oxidación de los grupos tiol 
en los monómeros de esta proteína inhibitoria. Un 
trabajo posterior de Sivakumaran y col. (2013) 
usando nitroxilo como agente oxidante, demostró 
que la aparición de dímeros, trímeros y tetrámeros 
de PLN, formados por enlaces disulfuro entre las 
cisteínas de los monómeros, ocurría acompañada 
con un efecto lusitrópico e inotrópico positivos en 
miocitos aislados. Los investigadores atribuyeron 
a la incapacidad de los oligómeros de PLN de 
inhibir la SERCA2a, los efectos mecánicos 
encontrados. Pero también se propuso la 
formación de enlaces covalentes entre las cisteínas de las dos proteínas que forman 
el complejo SERCA2a/PLN (Chen y col. 2003). En este caso la modificación redox 





Figura 11. Estructura de PLN. Se 
representa la secuencia aminoacídica 
y el plegamiento de la proteína con sus 
dominios. Se indican con color las 
cisteínas que estarían involucradas en 
la formación de los oligómeros. 


























Figura 12. Esquema de la estructura de un monómero de RyR2 (verde). El monómero presenta 6 
dominios transmembrana. La porción citosólica interacciona con varias proteínas como las fosfatasas 
PP1, PP2A, CaM y, calstabin (FKBP12.6); también se encuentran allí los sitios consenso para la 
fosforilación por PKA, CaMKII y PKG. En el lumen del RS, RyR2 interacciona con proteínas como 
triadina, juntina y calsecuestrina (CQS).  
 
4.4. Receptor de Rianodina tipo 2 (RyR2)  
Este es el canal iónico más grande conocido hasta el momento. Es un 
homotetrámero, donde cada monómero está constituido por 4.967 aminoácidos 
pesando aproximadamente 565 kDa. Cada subunidad contiene de 6 a 8 segmentos 
transmembrana localizados en el extremo C-terminal. Esta porción representa 
aproximadamente el 10% de la proteína y es la que forma el poro del canal; el 90% 
restante está representado por un dominio citosólico que sirve de anclaje para un 
conjunto de subunidades regulatorias y enzimas que modulan la función del canal 
como muestra la Figura 12 (Zalk y col. 2007). 
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Debido a su gran tamaño, la proteína no ha podido ser completamente 
cristalizada, por lo tanto, su estructura y su función, vienen siendo estudiadas por 
décadas, utilizando una gran variedad de técnicas y diseños experimentales. 
Gracias a su afinidad por el alcaloide rianodina (proveniente de la planta Ryania 
speciosa) el canal pudo ser purificado y localizado en la membrana del RS, 
considerándoselo como una unidad liberadora de Ca2+ desde la organela hacia el 
citosol. Datos recientes de microscopia óptica de alta resolución muestran que los 
RyR2 cardíacos se encuentran formando grupos («racimos» o clusters) con una 
disposición cuasi-cristalina (Baddeley y col. 2009) en estrecha relación con los CCL 
aunque sin contacto físico como ocurre en el músculo esquelético (Rueda y col. 
2014).  
Este canal es un gran complejo macromolecular siendo el Ca2+ el agonista 
fisiológico que permite su apertura. El RyR2 puede ser regulado por varias proteínas 
asociadas tanto a la porción citosólica como a la porción luminal. Dentro de las 
proteínas citosólicas más importantes se describen: la CaM, que al unirse al receptor 
inhibe la liberación de Ca2+ (Balshaw y col. 2002; Yang y col. 2014); la FKB12.6 que 
estabiliza el estado cerrado del canal (Marx y col. 2000; Kushnir y Marks 2010) y la 
sorcina inhibidora de la actividad del canal (Farrell y col. 2003). Entre las proteínas 
luminales se encuentran triadina, junctina y calsecuestrina las cuales junto con el 
RyR2 forman un complejo cuaternario capaz de censar el contenido luminal de Ca2+ 
y modular la probabilidad de apertura del canal (Györke y col. 2004). A su vez el 
RyR2 puede estar regulado por iones (Mg2+, H+) y pequeñas moléculas como el 
ATP. 
La actividad del RyR2 también puede estar modulada por fosforilación. El 
canal presenta múltiples sitios consensos para su fosforilación por diferentes 
quinasas (Camors y Valdivia 2014). Uno de los primeros residuos de fosforilación 
estudiados fue la serina 2808 (Witcher y col. 1991), sitio que según muestran la 
mayoría de las evidencias es fosforilado principalmente por PKA, pero puede serlo 
también por CaMKII (Ferrero y col. 2007). Recientemente se ha propuesto que este 
residuo podría ser un blanco de la proteína quinasa dependiente de GMP cíclico 
(PKG) (Ho y col. 2016). Wehrens y col. (2004) describieron el sitio de fosforilación 
serina 2814, que hasta ahora parece ser sustrato específico de CaMKII. Por último, 
la serina 2030 es preferencialmente fosforilada por PKA (Xiao y col. 2005). Las 
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consecuencias funcionales de la fosforilación de dichos residuos no están 
completamente dilucidadas. El papel de la serina 2808 sigue siendo muy 
controversial. Un grupo de investigadores sostiene que su hiperfosforilación por PKA 
en corazones insuficientes humanos y caninos es el mecanismo subyacente 
responsable de la disfunción cardíaca (Marx 2000). Sin embargo, otros grupos no 
han podido confirmar estos hallazgos (Jiang y col. 2002; Huke y Bers 2008; George 
2008). Por el contrario, hay consenso entre diferentes investigadores sobre los 
efectos de la fosforilación de la serina 2814 por CaMKII. Se ha demostrado que esta 
modificación post-traduccional induce la fuga de Ca2+ diastólica y la actividad 
arritmogénica tanto en la insuficiencia cardíaca como en otras patologías (Maier y 
col. 2003; Ai y col. 2005; Guo y col. 2006; Curran y col. 2010; Luo y Anderson 2013; 
Rueda y col. 2014). En el caso de la serina 2030, se describen bajos niveles de 
fosforilación basal que al aumentar por la activación de PKA incrementan la 
sensibilidad del RyR2 al Ca2+ luminal (Xiao y col. 2005 y 2006). Estudios en ratones 
con ablación genética de dicho sitio (S2030A-RyR2) llevados a cabo por Valdivia y 
col. están intentando confirmar su rol funcional “in vivo”. 
La actividad del RyR2 también puede regularse por modificación de su estado 
redox (Meissner 2004; Hidalgo y col. 2005). El canal contiene 89 residuos de cisteína 
por monómero, de los cuales aproximadamente 21 son susceptibles de ser oxidados 
(Xu y col. 1998). Diferentes autores demostraron que el RyR2 está S-nitrosilado (Xu 
y col. 1998) y S-glutationilado (Sánchez y col. 2008) en condiciones basales siendo 
factible además la formación de puentes disulfuro entre sus monómeros (en inglés: 
cross-linking) (Mazurek y col. 2014). Cuando la concentración de ROS/RNS 
aumenta, estas modificaciones pueden acentuarse o generarse oxidaciones más 
severas (irreversibles) de los grupos tiol de las cisteínas. En un entorno con mayor 
poder oxidante, también pueden ocurrir oxidaciones de otros aminoácidos del RyR2 
como la carbonilación (Xie y col. 2015; Wang y col. 2015). Todas estas oxidaciones 




Mientras hay coincidencia entre los investigadores respecto a que la oxidación 
irreversible del RyR2 aumenta su actividad (Shao y col. 2012; Niggli y col. 2013; 
Wang y col. 2015), el impacto de los cambios redox reversibles sobre la función del 
canal sigue siendo controvertido (Ziolo y col. 2001; Mészáros 2004; Gonzalez y col. 
2007; Sánchez y col. 2008; Wang y col. 2010; Cutler y col. 2012, Donoso y col. 
2014).  
Sánchez y col. (2008) describieron un aumento de la S-glutationilación del 
RyR2 en el ejercicio y atribuyeron a esta modificación, el incremento de la liberación 
de Ca2+ del RS en sístole y la disminución de su pérdida en diástole. Los autores 
sugirieron que este cambio redox del RyR2 podría tener un efecto beneficioso 













Figura 13. Esquema que muestra las posibles modificaciones postraduccionales del RyR2. Las 
siglas indican: carbonilación (C=O), glutationilación (GS), nitrosilación (SNO), fosforilación (P), 
oxidaciones irreversibles (IRREV), puentes disulfuro (S ̴ S) y también se indican los sulfhidrilos 
libres de las cisteínas disponibles para ser modificados (SH).  
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latido. Por otro lado, son numerosos los trabajos que estudian la S-nitrosilación del 
RyR2 y se describen efectos tanto estimulatorios como inhibitorios sobre la actividad 
del canal (Ziolo y col. 2001; Gonzalez y col. 2007; Lim y col. 2008; Wang y col. 2010; 
Gonzalez y col. 2010; Cutler y col. 2012). Quizás la explicación más aceptada que 
ha permitido reconciliar los diferentes resultados hallados es que el impacto de la S-
nitrosilación sobre la función del RyR2 depende de manera crítica del balance 
ROS/RNS en su entorno (Belevych y col. 2013). 
Por último, trabajos recientes indican que la formación de puentes disulfuro 
entre subunidades del RyR2 se asocia con una mayor probabilidad de apertura del 
canal, estudiada en bicapa lipídica, y un aumento de la pérdida de Ca2+ por el RS en 
miocitos aislados (Mazurek y col. 2014; Zima y col. 2016). Los autores sugieren que 
esta modificación redox impediría la dinámica entre las subunidades que es 
necesaria para la apertura y el cierre óptimos del canal.  
Como ya describimos, durante el AEC la apertura del RyR2 como 
consecuencia del incremento del Ca2+ en el espacio diádico, permite la salida de 
este ión desde el RS. En diástole, contrariamente a lo que se pensaba, el RyR2 no 
permanece completamente cerrado, sino que puede liberar pequeñas cantidades de 
Ca2+. Este fenómeno dado su carácter local y transitorio es conocido como fuga 
diastólica de Ca2+ o chispa (en inglés: “Ca2+ spark”) y puede ser monitoreado por 
microscopía confocal (Figura 14A) (Chen y col. 1993). Está demostrado que tanto la 
sobrecarga de Ca2+ del RS, como las modificaciones del RyR2 inducidas por 
fosforilación y/o alteración del estado redox, aumentan la frecuencia de chispas 
(Rueda y col. 2014). Como se describirá más adelante, esta alteración de la fuga 
diastólica de Ca2+, puede generar ondas de Ca2+ (en inglés: “Ca2+ waves”) que 
activan al intercambiador NCX (Figura 14B). Debido a la naturaleza electrogénica de 
este mecanismo (intercambia 3 iones Na+ por 1 ion Ca2+), su accionar genera una 
corriente despolarizante que eventualmente termina desencadenando una actividad 




4.5. Quinasa dependiente de calcio y calmodulina II (CaMKII) 
Es una proteína serina/treonina quinasa, que depende de Ca2+ y CaM para su 
activación. Se expresa en todos los tejidos y existen diferentes isoformas, que 
derivan de cuatro genes distintos: α, β, γ y δ. La isoforma predominante, pero no 
exclusiva en corazón es la δ y ésta a su vez tiene dos variantes de splicing δB y δC 
que se expresan en diferentes compartimentos. La primera posee un péptido señal 
que la ubica preferentemente en núcleo, mientras que δc se encuentra en el citosol. 
Tridimensionalmente se organiza en el espacio como un dodecámero formado por 
dos anillos hexaméricos. Cada monómero puede subdividirse en tres dominios: del 
lado N-terminal se encuentra el dominio catalítico con actividad quinasa; en la zona 
central, el regulatorio, al que se une la Ca2+/CaM y del lado C-terminal, el dominio de 
asociación. Esta última región permite que los monómeros se asocien entre sí para 
formar la holoenzima tal como puede verse en la Figura 15A (Hudmon y Schulman 
2002).  
Clásicamente, la activación de la enzima requiere la unión de Ca2+/CaM al 
dominio regulatorio permitiéndole un cambio conformacional que despliega el 










Figura 14. Imágenes representativas de fugas de Ca2+ desde el RS en miocitos cardíacos cargados 
con el indicador Fluo-3. A) Barrido del microscopio confocal de una célula sin estimular, donde se 
observan chispas de Ca2+ en diástole (puntos más brillantes). B) Imagen bidimensional de una onda 
de Ca2+.  
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Los propios monómeros de la CaMKII son blanco de esta actividad enzimática 
(Figura 15B). La autofosforilación de la treonina 287 del dominio regulatorio sostiene 
la actividad de la enzima, por inhibición de la re-asociación entre el dominio catalítico 
y regulatorio (autoinhibitorio). Erickson y colegas (2008) describieron un nuevo 
mecanismo de activación de la enzima, independiente de Ca2+, presente en 
condiciones pro-oxidantes. Demostraron que las metioninas 281 y 282 en el dominio 
regulatorio pueden oxidarse, resultando en una activación muy similar a la 
autofosforilación. Esta oxidación de las metioninas es revertida por la acción 
reductora de la metionina sulfóxido reductasa A. Nuevos estudios sugieren que 
CaMKII también puede ser activada directamente por S-nitrosilación (Gutiérrez y col. 
2013; Curran y col. 2014; Erickson y col. 2015). El NO podría unirse covalentemente 
al grupo tiol de las cisteínas 116, 273 y 290 presentes en la enzima (Gutierrez y col. 
2013). Erickson y colaboradores (2015) proponen que la S-nitrosilación de la cisteína 
290 activa a la CaMKII, mientras que la modificación de la cisteína 273 la inactiva. 
Recientemente se ha descripto que, en condiciones de hiperglucemia, la O-N-
acetilglicosilación (O-GlcNAc) del residuo serina 280 catalizada por la enzima O-
GlcNAc-transferasa, conduce a la activación persistente de esta quinasa (Erickson 
2014). Este modo de activación no canónica de la CaMKII podría desempeñar un 





Una vez activada, CaMKII puede fosforilar numerosos sustratos tales como 
canales iónicos, bombas de transporte activo y factores de transcripción, entre otros 
(Bers y col. 2009). De esta manera regula, la electrofisiología, el manejo de Ca2+, el 




























Figura 15. Estructura y activación de CaMKII: A) Esquema del monómero que muestra los dominios y 
el ensamblado de los mismos. Detalle de la secuencia aminoacídica del dominio regulatorio (274-312) 
donde se indican los sitios de oxidación 281 y 282 y de autofosforilación 287 (modificada de Erickson y 
col. 2008). B) Activación de la CaMKII por medio de su unión al complejo Ca2+ y CaM y 
modificaciones post-traduccionales que permiten a la enzima mantenerse activa en ausencia de niveles 
elevados de Ca2+: la oxidación de las metioninas (Met) 281 y 282; la autofosforilación en la treonina 
287; la S-Nitrosilación (sitio aún no identificado) y la O-N-acetilglicosilación (O-GlcNAc) en Ser280 
(Modificada de Erickson y col. 2014). 
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Los efectos de CaMKII sobre los canales iónicos del sarcolema y el impacto 
integrado de estos efectos en el PA son complejos (Bers y col. 2009). Por ejemplo, 
CaMKII tiende a aumentar la ICa y la corriente lenta de Na+ por fosforilación del CCL 
y de los canales de Na+ dependientes de voltaje (Wagner y col. 2006), lo cual lleva a 
prolongar la duración del PA. Sin embargo, CaMKII puede también aumentar ciertas 
corrientes de K+ que ejercen el efecto inverso (Mustroph y col. 2014). A nivel del RS, 
como ya se mencionó, CaMKII fosforila al RyR2 e incrementa la probabilidad de 
apertura del canal favoreciendo una mayor pérdida de Ca2+. También fosforila a la 
PLN lo que aumenta la retoma de Ca2+ por desinhibición de la SERCA2a como se 
describió anteriormente. 
Dado que CaMKII participa en múltiples procesos fisiológicos claves para el 
cardiomiocito, su actividad debe ser precisamente regulada. En los últimos años, 
varios trabajos han descripto que el aumento sostenido en la actividad de la CaMKII 
forma parte de los mecanismos fisiopatológicos que desencadenan hipertrofia, 
apoptosis, disfunción contráctil, falla cardíaca y arritmias (Zhang y col. 2002 y 2003; 
Vila Petroff y col. 2007; Sag y col. 2009). 
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5. Injuria por isquemia y reperfusión 
 
Cuando el aporte sanguíneo al miocardio es inadecuado o insuficiente se 
produce la isquemia. La falta de oxígeno y nutrientes genera alteraciones 
metabólicas que de persistir conducen a la muerte celular. La restauración del flujo 
sanguíneo (reperfusión) aparece entonces como esencial para prevenir el daño 
celular irreversible producido por la isquemia; pero paradójicamente la reperfusión 
puede exacerbar la injuria tisular. Este daño adicional se denomina “injuria por 
reperfusión” (Piper y col. 2003; García-Dorado y Piper 2006) y hace referencia a los 
efectos deletéreos que no fueron productos del período de isquemia y que se 
encuentran ligados al inicio del restablecimiento sanguíneo. Estos eventos adversos 
incluyen entre otros la aparición de arritmias, y el incremento de muerte celular. 
En los últimos 40 años, estudios experimentales han permitido avances 
importantes en el conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos de la isquemia y 
reperfusión (I/R). Los efectos o alteraciones sobre la estructura y funcionalidad del 
corazón son diferentes dependiendo del tiempo de duración de la isquemia. Si se 
realiza una oclusión del flujo coronario, global o regional, durante un período muy 
breve, por ejemplo 5 min, cuando se restablece el flujo, el corazón recupera su 
función contráctil sin presentar daño tisular. Si este período de isquemia se extiende 
por más tiempo, entre 15-20 min dependiendo del animal, al restablecerse el flujo la 
función cardiaca se presenta disminuida aún sin existir daño tisular (Figura 16). A 
esta disfunción contráctil transitoria y reversible se la denomina miocardio atontado 
(en inglés: stunning, Heyndrickx y col. 1978; Braunwald y Kloner 1982). Si la 
isquemia se prolonga por más tiempo (por ejemplo más de 20 min en la rata), la 
reperfusión genera consecuencias dañinas irreversibles conduciendo a la muerte 
celular del tejido afectado (Bolli y Marbán 1999).  
En este trabajo de Tesis utilizaremos como modelo experimental, el corazón 





Figura 16. Recuperación mecánica de un corazón atontado. Registro representativo de la presión 
desarrollada por el ventrículo izquierdo (LVDP) de un corazón perfundido de rata, sometido a un 
protocolo de atontamiento. A) Se muestra una onda expandida durante el período de estabilización, 




























Figura 17. Esquema que describe la secuencia de eventos que conducen a la disfunción contráctil y 
la aparición de arritmias, características del atontamiento.  
5.1. Bases moleculares del atontamiento miocárdico  
Si bien la patogénesis del miocardio atontado no está completamente 
establecida, se han propuesto dos hipótesis principales (Figura 17). Una de ellas 
plantea que el atontamiento es causado por un aumento en la producción de 
ROS/RNS al inicio de la reperfusión (Gardner y col. 1983; Myers y col. 1985) en 
tanto que la otra sostiene que el mecanismo causal sería la sobrecarga de Ca2+ que 
sufre el miocardio en este período (Gao y col. 1995). Estas dos hipótesis no son 
mutuamente excluyentes y pueden representar diferentes aspectos del mismo 
proceso fisiopatológico (Bolli y Marbán 1999). 
Desde principios de la década del ´80 se viene estudiando la participación de 
los ROS/RNS en el atontamiento miocárdico. El uso de diferentes metodologías 
permitió detectar la producción de radicales libres en la reperfusión post-isquémica 
(Bolli y col. 1988; Zweier y col. 1989; Wang y col. 1996). Por otra parte, la 
recuperación de la función cardíaca en perros sometidos a isquemia regional de 15 
min, mejoró con la administración de superóxido dismutasa (SOD) enzima que 
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cataliza la reacción de dismutación del radical O2-* a H2O2 y de catalasa que 
transforma el H2O2 en O2 y H2O (Myers y col. 1985). Estos resultados pusieron en 
evidencia el rol fundamental de los ROS en el atontamiento. El mecanismo por el 
cual estas especies reactivas alterarían la función contráctil en el miocardio 
atontado, sería por su efecto directo sobre distintas biomoléculas (proteínas y 
lípidos), promoviendo su disfunción y afectando la integridad de las membranas.  
Por otro lado, la hipótesis de la sobrecarga de Ca2+ fue estudiada 
principalmente en roedores. En ella se propone que el aumento de Ca2+ al inicio de 
la reperfusión se produce a causa del proceso de normalización del pH intracelular. 
Es el intercambiador Na+/H+ (NHE), que extruye H+ en intercambio con Na+, el 
principal mecanismo que se encarga de revertir la acidosis generada durante la 
isquemia. El aumento de actividad del NHE conduce a un incremento en la 
concentración intracelular de Na+. Esto influye sobre la actividad del NCX el cual por 
dos mecanismos posibles, ya sea, disminuyendo el eflujo de Ca2+ (modo de acción 
"directo"), o aumentando su influjo (modo "reverso"), induce una sobrecarga 
citosólica de Ca2+ (Schäfer y col. 2001; Baczkó y col. 2003). Se ha sugerido que esta 
sobrecarga podría afectar la función contráctil por una proteólisis dependiente de 
Ca2+ mediada por la calpaína 1. Esta proteasa degrada a la troponina I de los 
miofilamentos y así disminuye la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles. En 
apoyo a esta secuencia de eventos, experimentos en roedores han demostrado que 
el Ca2+ intracelular retorna gradualmente a valores preisquémicos a pesar de 
persistir la disfunción contráctil, confirmando como asiento de la alteración a las 
proteínas sarcoméricas (Gao y col. 1995; Pérez y col. 1999; Valverde y col. 2006). 
Sin embargo, en mamíferos grandes el atontamiento miocárdico sí se acompaña de 
una disminución del transitorio de Ca2+, con una ICa disminuida y un manejo de Ca2+ 
por el RS alterado (Thomas y col. 1999; Kim y col. 2001).  
La sobrecarga de Ca2+ del inicio de la reperfusión también activa a otras 
enzimas dependientes de Ca2+, como la CaMKII. Se demostró que la CaMKII 
desempeña un rol beneficioso en el corazón atontado, ya que a través de la 
fosforilación de PLN del RS conduce a un mejor manejo de Ca2+ y evita un mayor 
deterioro de la contractilidad durante la reperfusión (Said y col. 2003). 
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5.2. Arritmias de reperfusión 
Una de las manifestaciones clínicas del daño por reperfusión es la aparición 
de arritmias cardíacas que, independientemente de la duración de la isquemia, 
pueden llegar a ser letales (Wit y col. 2001). De manera sencilla, puede definirse 
arritmia como cualquier cambio en el ritmo cardíaco que se aleje del ritmo sinusal 
normal. Estas variaciones pueden ser transitorias o sostenidas y de igual manera 
comprometer la función cardíaca. 
Las arritmias cardíacas pueden surgir de anomalías en la propagación de los 
impulsos debido a bloqueos de conducción o reentradas, o alteraciones en la 
formación de los mismos, por aumento del automatismo o por descarga desde focos 
ectópicos (Zipes, 2003). Parte de las arritmias de reperfusión son debidas a esta 
última causa y se las conoce con el nombre de arritmias gatilladas (Carmeliet 1999; 
Lakireddy y col. 2006; Said y col. 2011). En este tipo de arritmias, un desbalance en 
las corrientes iónicas del miocito puede generar espontáneamente una corriente 
neta despolarizante que de alcanzar la magnitud umbral, desencadena un PA 
prematuro. Según su relación temporal con el PA generado por el ritmo sinusal se 
clasifican como: post-despolarizaciones tempranas o EADs (en inglés: Early After 
Depolarizations), aquellas que ocurren durante la fase 2 o 3 del PA; y post-
despolarizaciones tardías o DADs (en inglés: Delayed After Depolarizations), las 
acontecidas luego de completada la repolarización (Priori y col. 1990; Clusin 2003). 
A nivel celular, la alteración en la homeostasis del Ca2+ parece tener una importancia 
fundamental en este tipo de arritmias. Se propone que las DADs son causadas por 
un incremento de las liberaciones espontáneas de Ca2+ desde el RS, que pueden 
desencadenar aumentos de Ca2+ globales y desincronizados que se autopropagan 
(ondas de Ca2+) (Figura 18, resaltado en verde). Estos aumentos de Ca+2 activan al 
intercambiador NCX, que al introducir 3 Na+ por cada Ca2+ extruído, genera una 
corriente despolarizante transitoria (Iti) potencialmente arritmogénica (Pogwizd 1998 
y 2001). Las pérdidas espontáneas de Ca2+ del RS pueden ocurrir por dos 
mecanismos fundamentales: una sobrecarga de Ca2+ en la organela y/o una 
disfunción a nivel del RyR2, provocada por mutaciones o alteraciones post-
traduccionales del canal (fosforilación y/o cambios redox) (Priori y col.  2001; Maier y 
























Figura 18. Mecanismos moleculares de post-despolarización tardía cardíaca. El esquema muestra 
cómo la activación de CaMKII puede desencadenar DADs. La fosforilación del RyR2 favorece la 
liberación diastólica de Ca2+del RS, lo cual da como resultado la extrusión electrógenica de Ca2+ y 
la entrada de Na+ por el NCX provocando así la despolarización de la membrana. Además, 
CaMKII puede generar EADs aumentando la ICa por fosforilación directa del CCL y/o aumentando 
la INa por fosforilación del canal de Na+. Modificada de Vincent y col. 2014.  
 
Por otra parte, la generación de EADs, es facilitada por la prolongación del 
PA, ya que en este contexto puede haber una reactivación de la corriente de Ca2+ o 
de Na+ cuando aún no se completó la repolarización como se observa en la Figura 
18 resaltado en celeste (Clusin 2003).  
Tanto EADs como DADs podrían estar favorecidas por la activación de 
CaMKII y posterior fosforilación de aquellos sustratos que participan en la 
generación de estas arritmias (CCL, canal de Na+, RyR2) (Anderson y col. 2007). Es 
interesante destacar que las arritmias gatilladas pueden desencadenar episodios 
arrítmicos de mayor gravedad como la taquicardia ventricular y la fibrilación 
ventricular (Clusin 2003). 
 
Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron en un modelo de corazón 
perfundido de rata, que un gran porcentaje de las arritmias de reperfusión (70%) son 
dependientes del RS y gatilladas por DADs (Said  y col. 2008 y 2011). Además se 
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observó que las arritmias disminuían significativamente tanto en los corazones de 
rata tratados con un inhibidor específico de la CaMKII (KN-93) como en los de 
ratones transgénicos carentes del sitio de fosforilación dependiente de CaMKII del 
RyR. En ambas especies, la inhibición de la fosforilación del RyR2 por CaMKII no 
anuló por completo las arritmias de reperfusión. Esto sugiere la existencia de otros 
mecanismos contribuyendo cooperativamente a estas alteraciones del ritmo (Said y 





La hipótesis de este Trabajo de Tesis es que las proteínas 
involucradas en el manejo del Ca2+ intracelular se oxidan 
durante la reperfusión postisquémica y estos cambios 
contribuyen a un desbalance del Ca2+ diastólico que lleva a la 










El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad profundizar en los 
mecanismos fisiopatológicos de las alteraciones estructurales y funcionales 
resultantes de la injuria por isquemia y reperfusión miocárdica. Nos concentramos 
particularmente en el rol de los cambios redox que los ROS/RNS producen en las 
proteínas que manejan el Ca2+ intracelular evaluando su participación en la 




En un modelo experimental de corazón aislado sometido a I/R en ausencia y 
presencia de distintos agentes antioxidantes: 
 Estudiar el estrés oxidativo. 
 Detectar modificaciones redox sobre el RyR2.  
 Relacionar las modificaciones redox halladas con la recuperación contráctil y 
la frecuencia, tipo y severidad de arritmias de reperfusión. 
 Analizar la oxidación de la CaMKII y evaluar el impacto de esta modificación 
sobre su actividad enzimática.  
 Investigar a través del uso de ratones transgénicos, carentes del sitio de 
fosforilación dependiente de CaMKII en el RyR2 (S2814A), el efecto de los 
antioxidantes sobre la generación de arritmias de reperfusión. 
 
En miocitos aislados de ratones sometidos a I/R simulada: 
 Evaluar la pérdida espontánea de Ca2+ desde el RS en presencia y ausencia 









Los experimentos en animales fueron realizados de acuerdo con las normas de la 
Guía de Mantenimiento y Uso de Animales de Laboratorio (NIH, 2011). Los 
protocolos experimentales que se desarrollaron en el presente trabajo de tesis, 
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de 
La Plata (T05022014). 
 
1. Animales 
 Los experimentos se realizaron en corazones de ratas macho (especie Ratus 
Norvegicus) de la cepa Wistar de 3-4 meses de edad (200-300g) y ratones machos 
(especie Mus Musculus) de la misma edad (25-30g). Las cepas de ratones que se 
utilizaron fueron: a) C57BL/6 silvestre y b) S2814A, ratones C57BL/6 knock-in que 
expresan una forma mutante del RyR2 en la cual se reemplazó el sitio fosforilable de 
CaMKII, serina 2814, por alanina, un aminoácido no fosforilable. La línea de ratones 
S2814A fue inicialmente provista por el Dr. Xander Wehrens, de la Universidad de 
Houston, Texas, EE.UU (Chelu y col. 2009) y luego continuada en el bioterio de 
nuestra facultad. Los ratones utilizados fueron previamente tipificados por la técnica 
de PCR. 
 
2. Perfusión de corazones  
 
Los animales se anestesiaron con una inyección intraperitoneal de Ketamina y 
Diazepam (70 y 5mg/kg, para rata) (100 y 5mg/kg, para ratón). La dosis fue 
suficiente para producir un plano quirúrgico de anestesia (verificado por la pérdida 
del reflejo podal de retirada y/o del reflejo corneal).  
Luego de la toracotomía, se canuló la aorta y el corazón aislado fue 
rápidamente perfundido por la técnica de Langendorff (Figura 19). La temperatura 
(37°C) y el flujo coronario se mantuvieron constantes (12-14ml/min, rata; 2-4ml/min, 
ratón) hasta alcanzar una presión de perfusión coronaria entre 80 y 100mmHg. 
Posteriormente se ablacionó el nódulo aurículo-ventricular, y se fijó la frecuencia 
cardíaca (4Hz, rata; 6 Hz, ratón) mediante electrodos colocados en el ventrículo 
derecho. La solución utilizada para perfundir los corazones de rata contenía (en 
mM): 128,3 NaCl; 4,7 KCl; 1,35 CaCl2; 20,2 NaHCO3; 0,4 NaH2PO4; 1,1 MgSO4; 11,1 
glucosa y 0,04 Na2EDTA. La solución de perfusión para el ratón fue idéntica, excepto 
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que se usó 2,5mM CaCl2. Las soluciones se equilibraron con 95% O2 -5% de CO2 
hasta lograr un pH de 7,4 (Vittone y col. 2002).  
 
 
Figura 19. Esquema del equipo de Langendorff: A) Tubo de carbógeno (mezcla de 95% O2 y 5% 
N2). B) Erlenmeyer con la solución de perfusión. C) Baño termostático. D) Bomba peristáltica. E) 
Equipo de perfusión termostatizado a 37°. F) Electrodos de estimulación. G) Conexión para medir la 
presión de perfusión. H) Transductor conectado a un balón intraventricular que permite la medida de 




2.1. Medidas mecánicas  
La actividad mecánica de los corazones se registró digitalmente, mediante la 
introducción en el ventrículo izquierdo (VI) de un balón de látex conectado a un 
transductor presión (AD Instruments MLT 0380, CO, EE.UU.). El balón se llenó con 
solución acuosa hasta conseguir una presión diastólica final (LVEDP) de 
aproximadamente 5-10 mmHg. La contractilidad se evaluó midiendo la presión 






Figura 20. Trazo representativo donde se indican los 
parámetros contráctiles evaluados durante el protocolo 
experimental: presión intraventricular izquierda 
(LVDP), su primera derivada (+dP/dt) y presión 






2.2. Medidas eléctricas  
Simultáneamente con las medidas mecánicas se registraron potenciales de 
acción monofásicos (MAPs) que se obtuvieron usando un electrodo de Ag/AgCl, 
apoyado sobre la superficie epicárdica de la pared del libre del VI. Aunque las 
medidas de MAPs son locales, estos eventos eléctricos se asociaron la mayoría de 
las veces con cambios mecánicos medidos en todo el ventrículo. El registro de 
MAPs permitió la cuantificación de extrasístoles o latidos ventriculares prematuros 
(LPs), episodios de taquicardia ventricular (TV) y fibrilación ventricular. Los LPs y los 
episodios de TV fueron estudiados durante los primeros 3 min de reperfusión, (Said 
y col. 2008), momento en el que se observa el mayor número de arritmias.  
La utilización del corazón perfundido como modelo experimental, tiene la ventaja de 
conservar los distintos tipos celulares presentes en el corazón, permitiendo 




















2.3. Protocolos experimentales 
 
Controles (C) 
Los corazones usados como controles fueron estabilizados y perfundidos 
durante un período idéntico al del protocolo de isquemia-reperfusión. 
 
Isquemia/Reperfusión (I/R) 
Luego de su estabilización mecánica los corazones fueron perfundidos 
durante 10 min (Ctrl) sometiéndolos a continuación, a la interrupción total del flujo 
coronario (Isquemia, I) durante un período de 20 min (para rata) y de 15 min (para 
ratón). En este lapso el corazón dejó de ser estimulado eléctricamente y se mantuvo 
sumergido en una cámara termostatizada a 37ºC (Figura 19). Finalizada la isquemia, 
se restauró la perfusión coronaria (Reperfusión, R) por 30 min. A distintos tiempos 
durante la reperfusión, los corazones fueron congelados en N2 líquido y 
almacenados a -80º hasta el momento de las determinaciones bioquímicas. 
 
 
Figura 22. Protocolo experimental de I/R: las flechas indican los tiempos a los cuales los corazones 




Figura 21. Registro de potenciales de 
acción monofásicos epicárdicos obtenidos 






Intervenciones durante la I/R 
 Cuando el protocolo de I/R se realizó en presencia de los distintos inhibidores 
farmacológicos o atrapadores de ROS/RNS, estos fueron perfundidos 10 min previos 




Figura 23. Protocolo experimental de I/R en presencia de inhibidores o atrapadores. Las flechas 
indican los tiempos a los cuales los corazones fueron congelados para las determinaciones 
bioquímicas.  
 
Las drogas utilizadas fueron: 
 
Apocinina (4′-Hidroxi-3′-metoxiacetofenona, APO). Es 
un compuesto orgánico que bloquea la actividad de la 
NADPH oxidasa (NOX) ya que impide la translocación 
de dos de sus subunidades p47phox y p67phox desde 
el citoplasma a la membrana, evitando de esta manera 
el ensamblado y activación de la enzima (Stefanska y 
Pawliczak 2008). Se perfundió en los corazones en una 
concentración de 10μM (Donoso y col. 2014). 
 
L-NG-Nitroarginina metil éster (L-NAME). Es un 
inhibidor constitutivo de las diferentes isoformas de 
las óxido nítrico sintetasas (NOS), enzimas 
productoras de NO. El L-NAME es una droga 
inactiva en sangre y plasma. Al ingresar a las células 
al ser hidrolizado por esterasas se convierte en un compuesto activo e inhibe a las 
NOS (Mayer, 1996). Se utilizó en los corazones perfundidos en una concentración 
de 100μM (Inserte y col. 2013). 
 
Estructura química L-NAME 
 
                                                                                                                           
   Estructura química apocinina 
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N-(2-mercaptopropionil) glicina (MPG). Es un atrapador del 
radical hidroxilo. Compuesto capaz de permear la 
membrana y quelar radicales libres (Tanonaka y col. 2003). 
Se utilizó en una concentración de 2mM (Fantinelli y col. 
2013).  
 
Ácido 4,5-dihidroxi 1,3-bencenodisulfónico (Tiron). Es un 
atrapador selectivo del anión superóxido, con el que 
reacciona para formar H2O2 y Tiron-semiquinona, (Fatai y 
Taiwo 2008). Su pequeño tamaño le facilita la entrada a la 




Estructura química MPG 
    
Estructura química de Tiron 
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3. Determinaciones bioquímicas 
3.1 Obtención de homogenatos:  
Homogenatos en condiciones reductoras: 200mg de tejido ventricular congelado 
fueron homogeneizados en 4 volúmenes de buffer de lisis compuesto por: 20mM  
Tris, 300mM sacarosa, 25mM NaF, 5mM EDTA, 2,5mM EGTA, 1% Igepal, 0,1% 
SDS, 1mM PMSF, 2mM benzamidina, 10µg/µl leupeptina y 1µg/µl pepstatina, pH: 
7,4. Se utilizó vástago de teflón en dos ciclos de 15 pasadas. Las muestras fueron 
trasvasadas a tubos Eppendorff para ser centrifugadas por 10 min a 13.000xg. Los 
pellet fueron descartados y se utilizaron los sobrenadantes para el análisis 
bioquímico. Todo el procedimiento se realizó a 4ºC. La cantidad de proteína se 
determinó por el método de Bradford (Bio-Rad Laboratorios, Inc. USA), usando 
albúmina bovina como estándar.  
Homogenatos en condiciones no reductoras: 200 mg de tejido fueron 
homogeneizados utilizando el mismo buffer que se usó en condiciones reductoras, 
pero ahora en presencia de 25mM N-etilmaleimida (NEM), un agente alquilante de 
los grupos sulfhidrilos (-SH), que permite mantener el estado redox de la muestra 
(Hill Bradford y col. 2010). El bloqueo inmediato de las cisteínas reducidas es muy 
importante para minimizar la posibilidad de que se puedan oxidar durante el 
procesamiento de las muestras (Figura 24). El resto del aislamiento fue realizado de 



















Figura 24. Esquema que muestra el estado de las cisteínas en los distintos protocolos 
experimentales: el agregado de NEM al homogenato bloquea a los tioles libres, preservando el 
estado de las cisteínas al finalizar cada experimento, evitando que se oxiden como producto del 
procesamiento de las muestras.  
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3.2. Aislamiento de vesículas de Retículo Sarcoplasmático (RS)  
El aislamiento de esta fracción sub-celular fue llevado a cabo por centrifugación 
diferencial según se describe en Mundiña-Weilenmann y col. (1996).  
Se utilizaron los medios que se describen en la siguiente tabla: 
 
Se tomaron 800mg de tejido cardíaco pulverizado y se resuspendieron en 4 
volúmenes de medio 1 (M1) para ser homogeinizados (Polytron). Se hicieron 4 
pasadas de 15 segundos a una velocidad de 8 con intervalos de 30 segundos 
(dentro de un recipiente con hielo). Las muestras fueron luego trasvasadas y 
centrifugadas a 5.200xg por 20 min. El sobrenadante (SN) fue reservado en la 
heladera, mientras que el pellet obtenido se resuspendió en 2 volúmenes de M1, se 
realizaron 2 pasadas con Polytron de 10 segundos con intervalos de descanso de 30 
segundos y se centrifugó a 5200xg durante 20 min. Luego se procedió a la 
combinación de los dos SN, reservándose una fracción como “homogenato” y el 
resto se centrifugó a 16.300xg durante 20 min. El SN fue vuelto a centrifugar a 
46.800xg por 45 min. En esta nueva centrifugación el SN fue descartado, mientras 
que el pellet obtenido fue resuspendido en 3 volúmenes del medio 2 (M2) con ayuda 
de un vástago de teflón y vórtex. Se llevó nuevamente a centrifugar a 46.800xg por 
45 min; el SN con las miofibrillas restantes se descartó y el pellet conteniendo las 
vesículas de RS fue solubilizado en pequeños volúmenes de medio 3 (M3). Las 
muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilización. En la Figura 25 se 
esquematiza el protocolo descripto previamente. 
 
Medio 1  Medio 2  Medio 3  
Reactivos Con. Final Reactivos Con. Final Reactivos Con. Final 
PO4H2K 30mM PO4H2K 30mM Histidina 30mM 
NaF 25mM NaF 10mM Sacarosa 0,25M 
Sacarosa 0,3M KCl 0,6M O.A. 1uM 
EDTA 10mM EDTA 10mM EDTA 10mM 
PMSF 1mM PMSF 1mM PMSF 1mM 
Benzamidina 1mM Benzamidina 1mM Benzamidina 1mM 
Leupeptina 2ug/ml Leupeptina 4ug/ml Leupeptina 4ug/ml 
Pepstatina 1ug/ml Pepstatina 1ug/ml Pepstatina 1ug/ml 
Inhib. de proteasas        2X Inhib. de proteasas        2X Inhib. de proteasas 2X 






Figura 25. Esquema del protocolo empleado para aislamiento de vesículas de RS.  
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3.3. Inmunodetección por Western blot 
Técnicas electroforéticas para detección de proteínas  
Las proteínas contenidas en la muestra a sembrar fueron disueltas en la 
correspondiente solución solubilizante reductora (buffer de carga Laemmli: 60mM 
Tris-Cl pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 5% β-mercaptoethanol; 0,01% bromophenol 
blue), para ser separadas electroforéticamente. Se utilizaron geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS) de acuerdo a la técnica de Laemmli (Laemmli 1970) o 
a la técnica de Porzio y Pearson (modificación de la anterior) (Porzio y Pearson 
1977). El porcentaje de acrilamida utilizado fue acorde al peso molecular de la 
proteína en estudio. El gel de apilamiento se preparó según la siguiente 
composición: 3 y 4% acrilamida (relación acrilamida/N, N'-metilenbisacrilamida 
30:0,8 según la técnica de Laemmli y 30:1 según la técnica de Porzio y Pearson), 
125mM Tris-HCl (pH: 6,8) y 0,1% SDS. El gel de resolución preparado siguiendo el 
método de Laemmli fue utilizado para separar RyR2. Se elaboraron geles en 
gradiente 3,5-8% acrilamida, 375mM Tris (pH 8,7) y 0,1% SDS. El gel de resolución 
preparado siguiendo el método de Porzio y Pearson contuvo: 8 y 10% acrilamida (en 
el porcentaje que correspondiera en cada caso), 400mM (3:1) Tris/glicina (pH 8,8), 
5% glicerol, 0,1%SDS y 0,2mM Na2EDTA. La polimerización del gel fue catalizada 
en todos los casos por el agregado de 0,08% tetrametilendiamina (TEMED) y se 
inició por el agregado de 10% de persulfato de amonio. El buffer de electroforesis 
empleado contuvo: 25mM Tris, 192mM glicina y 0,1% SDS (pH 8,3).  
La cantidad de proteína sembrada en cada gel fue: 50 µg para la detección de PLN 
(proteína total y forma fosforilada), GAPDH, para pThr286-CaMKII y CQS; 100µg 
para pSer2815-RyR2 y RyR2 total. 
La electroforesis se realizó a voltaje (V) constante, iniciándose a 80V para el 
apilamiento de las muestras y llevándose a 120V para la separación de las proteínas 
en el gel entero. Transcurrido el tiempo los geles se lavaron con el buffer de 
transferencia: 25mM Tris, 192mM glicina, 10% metanol, a fin de eliminar la mayor 
cantidad de SDS posible. Las proteínas fueron transferidas electroforéticamente a 
una membrana de polivinilideno difluoruro (PVDF) (Immobilon-P, Millipore, USA) por 
la técnica de transferencia húmeda durante 1hs a 60V constante (para proteínas de 
bajo peso molecular) y 15 hs a 25V y sin metanol (proteínas de alto peso molecular). 
Las membranas luego de ser transferidas, fueron incubadas durante 1 hora a 
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temperatura ambiente con solución de TBS o TBS-T suplementada al 5% con leche 
descremada con el objeto de bloquear los sitios libres de proteínas en la membrana, 
y así evitar la unión inespecífica de los anticuerpos a la superficie de la misma. Para 
la detección inmunológica de las proteínas de interés, las membranas ya bloqueadas 
fueron incubadas con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C. 
Los anticuerpos primarios y las diluciones utilizadas fueron: pThr17-PLN 
(Badrilla, Leeds, UK, 1:2500 en TBS-5% leche), PLN total (Thermo Fisher Scientific, 
1:5000 en TBS-1% leche); pSer2815-RyR2 (Badrilla, Leeds, UK, 1:5000 en TBST-
1% leche) RyR2 (Affinity BioReagents, 1:2000 en TBST-5% leche); GAPDH 
(Millipore, 1:10,000 en TBST-1% leche) calsequestrina (Thermo Fisher Scientific, 
1:5000 en TBS-1% leche), pThr286-CaMKII (Abcam, 1:1000 en TBST-1% albúmina).  
Al día siguiente el anticuerpo fue retirado y las membranas fueron lavadas 3 
veces durante 30 min con TBS o TBS-T. Finalmente, las membranas se incubaron a 
temperatura ambiente durante 1 hora con anticuerpos secundarios específicos 
conjugados a la peroxidasa de rabanito (Santa Cruz; 1:10000 en TBS-T 1% leche). 
El revelado fue realizado con reactivos quimioluminiscentes (ECL, Amersham) y la 
señal fue recogida por un sistema de alta sensibilidad de detección (ChemiDoc™ 
XRS). La intensidad de la señal fue cuantificada analizando la imagen digitalizada 
con el programa ImageJ (1.37v NIH, USA).  
 
Detección del estado redox 
La determinación del estado redox de CaMKII (oxidación en las Met 281 y 282 
CaMKII-ox) y RyR2 (S-glutationilación y S-nitrosilación), fue llevada a cabo en 
homogenatos o en vesículas de RS en condiciones no reductoras.  
 
►CaMKIIox: El estudio de las oxidaciones de las metioninas 281 y 282 de CaMKII 
se llevó a cabo disolviendo 50µg de proteínas de homogenato en buffer de carga no 
reductor (60mM Tris-Cl pH 6,8; 2%SDS; 10%glycerol, 0,01% azul de bromofenol y 
25mM NEM) y calentándola 5 min a 95ºC. Las proteínas fueron separadas en geles 
SDS de acuerdo la técnica de Porzio y Pearson y transferidas como se describió 
anteriormente. Luego de bloquear la membrana por 1 h con TBS-T 0,1% 
suplementada al 5% con leche descremada, se incubo con anticuerpo primario 
(Millipore, 1:1000 en TBS-T 5% Leche) toda la noche a 4ºC con agitación. Una vez 
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retirado el anticuerpo, se lavó 3 veces con TBST por 30 min y se incubó con 
anticuerpo secundario de conejo conjugado a la peroxidasa de rabanito (Santa Cruz 
Biotechnology, 1:10000 1% leche TBST) y revelado como antes descripto. 
 
►RyR2: Para la detección de las modificaciones redox: S-Glutationilación y S-
Nitrosilación de RyR2, 50 µg de proteína del homogenato se resuspendieron en 
solución de carga no-reductora conteniendo: 4M urea; 2% SDS; 8,7% glicerol; 
0,5mM EDTA; 167,5mM Tris (pH: 8,5) y 35mM NEM. Las muestras con el buffer de 
carga se calentaron por 20 min a 50ºC. Posteriormente se separaron en geles en 
gradiente de poliacrilamida del 3,5-8 % en condiciones no reductoras (Sánchez y col. 
2005). La electroforesis se realizó a voltaje constante, 120V, utilizando como buffer 
de corrida 50mM Tris, 50mM Tricina y 3,5mM SDS. La electroforesis culminó una 
vez pasada una hora de que el frente de la corrida haya caído (debido al peso del 
monómero del receptor de rianodina, nos aseguramos su correcta entrada y 
separación). Se realizó transferencia húmeda de los geles a membranas PVDF a 
amperaje constante (0,37 A) durante dos horas, utilizando como buffer de 
transferencia 12,5mM Tricina; 12,5mM Bis-Tris Propano; 1mM EDTA y 10% Metanol. 
Las membranas se bloquearon con buffer TBS-5% albúmina (Sigma) o leche y 0,2% 
Tween durante toda la noche. Se incubaron con los anticuerpos primarios en dilución 
1:1000 durante 4 hs a 37ºC y en oscuridad, en TBS-T 0,2%, 5% albúmina para anti-
glutatión (anti-GSH, Virogen) y para anti-nitrosocisteína (anti-SNO, AG Scientific 
Inc.). Finalmente las membranas fueron lavadas 4 veces con TBS-T 0,2% durante 
un período de 35 min, para luego ser incubadas con el anticuerpo secundario 
específicos conjugados a la peroxidasa de rabanito anti- RyR2 (Santa Cruz 
Biotechnology, 1:10000 5% BSA TBS-T) y revelado como antes descripto. 
Los resultados fueron expresados normalizando la señal densitométrica por la 
obtenida de RyR2.  
 
3.4. Contenido de sulfhidrilos libres de RyR2 
El contenido de tioles libres en RyR2 se determinó a través de un método de 
fluorescencia utilizando el compuesto monobromobimane (mBB, Calbiochem).  
El tejido proveniente de VI congelado, se homogeneizó al cuidado de la luz y 
en cinco volúmenes de buffer HEN conteniendo: 250mM Hepes (pH 7,4); 1mM 
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EDTA; 50mM neocupreína; 300mM sacarosa e inhibidores de proteasa (0,5 mg/ml 
leupeptina; 1mg/ml pepstatina; 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1mM 
benzamidina y cóctel inhibidor de proteasa (ROCHE). Los homogeneizados se 
centrifugaron a 12.000x g durante 10 min y los sobrenadantes de cada muestra se 
separaron en tres, una parte se incubó con NEM 4mM (agente alquilante de los 
grupos tiol), otra con ditiotreitol 10mM (DTT, agente reductor) y una fracción no 
tratada. Se dejaron en oscuridad durante 30 min y a temperatura ambiente, luego las 
muestras se centrifugaron a 40.000x g durante 1 h y los pellets se lavaron 
cuidadosamente y se resuspendieron en tampón HEN. El tratamiento con DTT y 
NEM se utilizó para obtener valores máximos y mínimos de fluorescencia de mBB, 
respectivamente, evidenciando de esta manera la cantidad de sulfhidrilos totales 
expuestos y la fluorescencia inespecífica que se une a cada muestra. 
Posteriormente se incubaron con 5mM mBB durante 1 h en la oscuridad ya 
temperatura ambiente. Para eliminar el mBB no unido, las muestras se centrifugaron 
a 40.000 g durante 1h, y las vesículas se lavaron y se resuspendieron en tampón 
HEN. Se solubilizaron en buffer de carga SDS5X no reductor con una concentración 
final de NEM 2mM. Las muestras se calentaron durante 20 min a 50°C, y las 
proteínas se separaron en geles en gradiente (3.5-8%) de Tris-acetato en 
condiciones no reductoras (descriptos anteriormente). Las imágenes se adquirieron 
utilizando el sistema de imagen Chemidoc (Bio-Rad) y se analizaron con el software 
ImageJ (NIH). La fluorescencia de mBB se normalizó con la cantidad de RyR2 
determinada de la tinción con azul de Coomassie de los geles (Terentyev y col. 
2008). Además el tratamiento con agentes reductores (DTT) y bloqueantes de 
grupos tioles (NEM) se utilizó para obtener valores máximos y mínimos de 
fluorescencia de mBB como se explicó anteriormente. 
 
3.5. Medida de glutatión reducido (GSH) 
La medida de glutatión reducido se utilizó como índice de estrés celular. El 
contenido total de GSH se determinó siguiendo el método descripto por Ellman´s 
(Sedlak y col. 1968). Para ello el tejido ventricular pulverizado se trató con cuatro 
volúmenes de ácido tricarboxílico (TCA) al 10%, se incubó en un baño de agua con 
hielo durante 20 min y después se sedimentaron las muestras a 8500xg durante 15 
min. El pellet se descartó y el sobrenadante fue utilizado para la determinación de 
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los niveles de GSH. El método se basa en la reacción de grupos sulfhidrilo no 
proteicos con ácido 5,5´ditiobis 2-nitrobenzoico (0,01M) en un tampón 0,4M Tris, a 
pH: 8,9 para dar un compuesto que absorbe a 412 nm. Los niveles de GSH se 
expresaron en microgramos por gramo de tejido de corazón. 
 
3.6. Detección de ROS 
La generación de ROS se determinó usando el método de fluorescencia 
dihidroethidium (DHE, Sigma). El DHE en sí mismo emite fluorescencia azul en las 
células (λEx/ λEm: 355/420nm), mientras que la forma oxidada del etidio emite 
fluorescencia roja cuando se intercala en el ADN (λEx/ λEm: 518/605 nm.). 
Para llevar a cabo el ensayo se utilizaron cortes de VI, que se congelaron en 
Tissue Tec a la temperatura óptima de corte (Sakura Finetek Europe). Con el uso de 
un criostato (Leica), se cortaron secciones transversales de 20 μm, se montaron en 
portaobjetos (Pearl) y se incubaron con DHE 10μM a 37°C durante 30 min en una 
cámara protegida de la luz y humidificada. Las secciones se lavaron dos veces con 
buffer fosfato y se almacenaron en la oscuridad. Las imágenes se adquirieron 
utilizando un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse E200) con filtro de 
rodamina. La intensidad de fluorescencia por imagen se cuantificó utilizando el 
software de análisis ImageJ (NIH). Se analizaron cinco secciones cardiacas 
congeladas por animal y se tomaron 20 fotografías, aleatoriamente para cada 
sección, con un objetivo de 40X (Mital y col. 2011). 
 
3.7. Medida de actividad de la NADPH Oxidasa (NOX)  
La actividad de la NOX se determinó midiendo la producción de superóxido a 
través de una reacción de quimioluminiscencia con lucigenina en vesículas RS. Las 
fracciones enriquecidas en vesículas RS se obtuvieron a partir de corazones 
congelados que fueron homogeneizados en cuatro volúmenes de MOPS-Tris 20 mM 
(pH 6,8) y sacarosa 300mM con inhibidores de proteasa (4μg/ml de leupeptina, 
4μg/ml de pepstatina, 1mM benzamidina, y 1mM PMSF). El homogeneizado se 
centrifugó a 3800xg durante 15 min, y el pellet resultante se rehomogeneizó y 
sedimentó a la misma velocidad. Los sobrenadantes de ambas centrifugaciones se 
combinaron y centrifugaron a 28000xg durante 15 min. El sobrenadante resultante 
se centrifugó a 120000xg durante 1 h después de la adición de KCl sólido a una 
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concentración final de 0,65 M. El pellet se resuspendió a 10mg de proteína/ml en 
tampón de homogeneización. Se incubaron vesículas RS (0,2mg/ml) en MOPS-Tris 
100mM (pH: 7,0), 100µM NADPH y 5µM lucigenina a 25ºC. La quimioluminiscencia 
se midió en un luminómetro Berthold FB 12 y se expresó como nanomoles de anión 
superóxido por miligramo de proteína por min (Sánchez y col. 2008). 
 
4. Aislamiento de cardiomiocitos 
Los miocitos cardíacos de ratón, fueron aislados según la técnica de digestión 
enzimática en un sistema de perfusión tipo Langendorff descripta previamente (Villa 
Petroff y col. 2007). Una vez anestesiado el animal el corazón se removió y se 
colocó en un sistema de perfusión tipo Langerdorff mediante canulación de la aorta. 
El corazón se perfundió retrógradamente a 37ºC con solución HEPES pH 7,4 
(en mM: 146,2 ClNa; 4,7 ClK; 10 ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N´-2-etanosulfónico 
(HEPES); 0,35PO4NaH2; 1,05 SO4Mg; 10 glucosa) 1mM Cl2Ca burbujeada con O2 al 
100 %. Luego, el corazón se perfundió durante 5 min con una solución HEPES libre 
de Ca2+ dado que contiene 0,1mM de EGTA (compuesto capaz de unirse al Ca2+ 
libre y quelarlo), con lo cual el corazón deja de latir y se debilitan las uniones 
intercelulares. 
El siguiente paso consistió en recircular, durante 15 min aproximadamente, 
una solución de digestión compuesta por una solución HEPES con los siguientes 
agregados: 0,5 mM Cl2Ca; 0,5 mg/ml colagenasa tipo II (200U/ml), 0,02mg/ml 
proteasa y 0,5 mg/ml albúmina bovina. El proceso de digestión se realizó a 37ºC, y 
en su etapa final se pudo observar una menor consistencia del corazón al tacto. 
Una vez concluida la digestión, el corazón se desmontó y el tejido ventricular 
se disoció mecánicamente con tijera. De esta forma se obtuvo una suspensión de 
células que atravesaron 4 pasos de decantación y resuspensión en soluciones 
HEPES cada vez más concentradas de Cl2Ca, hasta lograr una concentración final 
de 1,8 mM. Este pasaje escalonado por soluciones progresivamente más 
concentradas en Cl2Ca tiene como finalidad evitar la muerte celular por 
recalcificación rápida. Finalmente, las células aisladas fueron conservadas a 20-
24ºC, donde se mantuvieron en suspensión hasta su utilización. Los miocitos 
cardiacos fueron elegidos para su estudio en base a su morfología (patrón 
sarcomérico conservado y bordes regulares (Figura 26), a su capacidad de 
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Figura 26. Imagen de campo claro de un miocito cardíaco. Puede observarse un patrón sarcomérico 
conservado y bordes regulares de la célula.  
 
 
4.1. Medida de pérdida espontanea de Ca2+ del retículo sarcoplasmático 
mediante microscopía confocal (sparks) 
Los miocitos aislados se incubaron con 20µM del indicador fluorescente de 
calcio, Fluo-4 AM (Molecular Probes), durante 20 min en oscuridad. Al finalizar este 
período, los miocitos se lavaron con solución Hepes para permitir la desesterificación 
del indicador.  
Las células cargadas se dejaron reposar durante 5 min en una cámara 
conectada a un microscopio invertido Zeiss 410 (LSM, Tech, Pennsylvania, USA). 
Se sub-perfundieron a 1ml/min con la solución HEPES y se estimularon por campo a 
través de electrodos adheridos a la cámara a una frecuencia de 1Hz. El indicador fue 
excitado por un láser Argón a 488 nm y la emisión fue colectada en un rango entre 
510-530 nm. Este indicador es sensible al foto-apagado (en inglés: photo-bleaching) 
por lo cual se usó la menor intensidad de láser posible. La fluorescencia fue 
adquirida escaneando una línea orientada sobre el eje mayor del miocito a 1,4 mseg 




Luego de 20min de estabilización, los miocitos se sometieron al protocolo de 
isquemia-reoxigenación simulada de acuerdo a lo descripto por Villa Petroff y col. 
(2007) con algunas modificaciones (Figura 28). La “solución isquémica” contenía (en 
mM): 123 ClNa; 20 HEPES; 0,9 PO4HNa; 8 ClK; 0,5 SO4Mg; 2,5 Cl2Ca y 20 lactato 
de Na, gaseada con 100% de N2 y pH ajustado a 6,2 con OHNa. Luego de la sub-
perfusión con solución isquémica durante 15 min, los miocitos se reoxigenaron con 




Figura 28. Esquema del protocolo de los experimentos de isquemia simulada y 
reoxigenación en miocitos aislados. 
 
Cuando se usó MPG, éste se sub-perfundió 10min antes de la isquemia 
simulada y durante la reoxigenación, a una concentración de 2mM (Figura 28). 
El análisis de las imágenes obtenidas se realizó con el software ImageJ. Para 
el análisis de la frecuencia de chispas de Ca2+ se utilizó el complemento 
Sparkmaster que ha sido diseñado y validado para el estudio de la frecuencia y 




Figura 27. Imágenes del microscopio confocal donde se observa el Ca2+ intracelular y chispas 
de Ca2+ en miocitos aislados.  A) imagen bajo el microscopio de una célula sin estímulo eléctrico B) 
avance del frente de Ca2+ en una célula con estímulo C) chispas de Ca2+ (flechas). 
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5. Análisis estadístico 
 
Los resultados promedio fueron expresados como la media ± error estándar. 
Para el estudio de significación se utilizó el test de t-Student para muestras 
apareadas o independientes. Para la comparación entre diferentes grupos se utilizó 
el test de Análisis de Varianza (ANOVA). Las diferencias estadísticas observadas 
con ANOVA fueron examinadas con el test de Newman-Keuls. El procesamiento 
estadístico del número de arritmias entre dos grupos diferentes se analizó mediante 





















Sección 1: Balance redox en la I/R 
 
1.1. Evaluación del estrés oxidativo 
Como primer objetivo nos propusimos evaluar el estrés oxidativo causado por 
nuestro protocolo experimental de I/R en los corazones perfundidos.  
Como el estrés oxidativo resulta del desbalance entre la producción de 
ROS/RNS y las defensas antioxidantes, analizamos en primer lugar la producción de 
ROS a través del uso del colorante dihidroetidio (DHE). Cortes de corazones 
controles o sometidos al protocolo de I/R se tiñeron con este reactivo que detecta 
particularmente al radical superóxido (Benov y col. 1998). La intensidad de 
fluorescencia del DHE fue mayor en corazones sometidos a I/R respecto a los 
controles. Este incremento no se observó cuando el protocolo de I/R se realizó en 





















Figura 29. El MPG disminuye la producción de ROS durante la reperfusión. A) Imágenes 
representativas de  secciones de corazones controles (Ctrl) y luego de la I/R, en ausencia (SD) y 
presencia de MPG teñidos con dihidroetidio (DHE) indicando la producción de ROS,  B) 
Cuantificación de la intensidad de fluorescencia del DHE. Los datos representan la media ± ES (n= 3-
6 corazones),*p<0,05 vs. Ctrl, # p<0,05 vs. I/R SD. 
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Medimos también el contenido de glutatión reducido (GSH), antioxidante 
citosólico que juega un rol central en la defensa contra el daño oxidativo. En 
homogenatos de corazones sometidos a I/R los niveles de GSH se redujeron 
significativamente respecto a los presentes en corazones controles. El tratamiento 
de los corazones isquémicos con MPG preservó el contenido de GSH, siendo su 
valor similar al de los corazones controles (Figura 30). 
 
                          
Figura 30. Contenido de glutatión reducido (GSH) en el modelo de I/R. Valores promedio del 
contenido de GSH medido en tejido de corazones Ctrl y sometido a I/R en ausencia (SD) y presencia 
de MPG. Los datos, expresados como µg/g de tejido, representan la media ± ES (n= 3-6 
corazones),*p<0,05 vs. Ctrl, # p<0,05 vs. I/R SD. 
 
 
1.2. Discusión  
Los resultados indican que la I/R provoca estrés oxidativo, al que contribuirían 
tanto el aumento en la producción de ROS como la disminución de las defensas 
antioxidantes celulares. Esto es consistente con varios trabajos que demuestran un 
abruto aumento en la producción de ROS/RSN durante la reperfusión (Bolli y 
col.1988; Myers y col. 1985; Wang y col. 1996) que se correlaciona directamente con 
la disminución del GSH intracelular (Leichtweis y Ji 2001; Slodzinski y col. 2008). 
Nuestros experimentos muestran además que el tratamiento con MPG, 
resulta efectivo para prevenir el estrés oxidativo inducido por la I/R. Disminuyendo 
no solo el contenido de superóxido en el tejido cardiaco, sino tambien preservando  
parcialmente el nivel de GSH, sugiriendo una menor producción de ROS o un 
mejoramiento del principal sistema antioxidante en dichas condiciones. 
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Sección 2: Modificaciones redox del RyR2 
 
2.1. Evaluación de las modificaciones redox del RyR2 y su efecto sobre las arritmias 
de reperfusión 
Los ROS/RNS juegan un rol crítico en la regulación de la apertura del RyR2. 
Se ha demostrado que el estrés oxidativo desarrollado durante el curso de diferentes 
enfermedades cardíacas puede producir cambios sobre el RyR2 que promueven 
fugas de Ca2+ desde el RS, dando lugar a la aparición de arritmias (Cutler y col. 
2012; Donoso y col. 2014). 
Para evaluar la oxidación del RyR2 determinamos su contenido de tioles 
libres (cisteínas reducidas) por la técnica del mBB. Como se muestra en la Figura 
31, la fluorescencia del mBB sobre el RyR2 disminuyó significativamente en 
corazones sometidos a I/R respecto a corazones controles. Esto es consistente con 
un aumento de la oxidación de las cisteínas del canal en la I/R. La presencia de 
MPG, que como se demostró anteriormente previene el estrés oxidativo, evitó dicha 
oxidación preservándose el contenido basal de tioles libres del RyR2. 
 
 
Figura 31. MPG restaura el contenido de tioles libres del RyR2 durante la reperfusión. A) 
Imagen representativa de geles que muestran la intensidad de fluorescencia del 
monobromobimane (mBB) sobre el RyR2 y la proteína detectada en los geles teñidos con azul 
de Coomassie. B) Resultados totales del contenido de tioles libres del RyR2 (fluorescencia 
del mBB normalizada por proteína) en corazones Ctrl, I/R sin (SD) y con MPG expresados 
como % Ctrl. Los datos representan la media ± ES (n= 3-6 corazones), *p<0,05 vs. Ctrl, # 
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Figura 32. Oxidaciones reversibles del RyR2. Western blots representativos y resultados totales de 
la S-glutationilación (A) y S-nitrosilación (B) del RyR2 en corazones Ctrl y sometidos a I/R en 
ausencia (SD) o presencia de MPG. Los resultados (nivel de oxidación normalizado por cantidad 
de RyR2) se expresan como % del Ctrl. Los datos representan la media ± ES (n= 7-13 corazones). 
*p<0,05 vs. Ctrl, # p<0,05 vs. I/R SD. GSH, glutatión; SNO, nitrosocisteína. 
Como siguiente objetivo, nos propusimos evaluar el tipo de oxidaciones que 
ocurren sobre el RyR2 como consecuencia del estrés oxidativo causado por la I/R. 
Analizamos la S-glutationilación y la S-nitrosilación del RyR2, que como vimos en el 
punto 2 de la Introducción, son dos modificaciones oxidativas reversibles que 
ocurren sobre las cisteínas. Observamos que durante la reperfusión temprana, el 
nivel de ambas oxidaciones aumentó significativamente respecto a los niveles 
controles y que la perfusión de los corazones con MPG, anuló el incremento de la S-
nitrosilación y de la S-glutationilación del RyR2 provocado por la I/R (Figura 32).  
 
A continuación estudiamos el impacto del estrés oxidativo sobre las arritmias 
de reperfusión. Los eventos arrítmicos que ocurren en la reperfusión postisquémica 
son más frecuentes durante los primeros 3 min de la reperfusión y varían en 
gravedad desde latidos prematuros (LPs) hasta episodios de taquicardia ventricular 





Figura 33. El MPG reduce la severidad de las arritmias de reperfusión. Registros representativos 
simultáneos de la actividad mecánica (LVDP) y eléctrica del corazón (MAP) mostrando los LPs 
(flechas, A) y TV (C) durante la reperfusión temprana en ausencia (SD) y presencia de MPG. 
Resultados totales de los LPs (B) y duración total e incidencia de TV (D) durante los primeros 3 min 
de reperfusión en las distintas condiciones. Los LPs fueron evaluados estadísticamente con el test de 
Mann-Whitney. Los datos representan la media ± ES (n=5-14 corazones). # p<0,05 vs. I/R SD. 
ventricular o muerte súbita. En la Figura 33 se muestran registros simultáneos 
representativos de la actividad mecánica y eléctrica donde se observan los distintos 




Cuando los corazones de rata se sometieron a I/R en presencia de MPG, el 
número de LPs se redujo aproximadamente un 50% disminuyendo también la 
duración y la incidencia de los episodios de TV (Figura 33). Cuando el MPG se 
administró sólo durante la reperfusión los resultados obtenidos fueron similares 
(I/R+MPG: 26±4 vs I/R: 44±4 LPs totales/3 min). 
Los resultados hasta aquí presentados muestran que el MPG impide la 
oxidación del RyR2 y disminuye el número y la severidad de las arritmias de 
reperfusión, sugiriendo que la oxidación del RyR2 podría contribuir a esta 
arritmogénesis. 
Como siguiente objetivo nos propusimos inhibir selectivamente las 
modificaciones oxidativas del RyR2 detectadas con la finalidad de establecer su 
relevancia en la generación de arritmias de reperfusión. Experimentos previos de 
Sánchez y col. (2008) en corazones de perros expuestos a incrementos de 
frecuencia o después del ejercicio demostraron un aumento de la S-glutationilación 
del RyR2 debido a un incremento en la actividad de la NOX. En nuestras 
condiciones experimentales también pudimos comprobar una mayor actividad de la 
NOX al inicio de la reperfusión que pudo ser prevenida por el tratamiento de los 
corazones con APO, un inhibidor de la NOX (Figura 34). 
 
Teniendo en cuenta estos hallazgos realizamos experimentos de I/R en 
presencia de APO, inhibidor de la NOX y de L-NAME, inhibidor de la NOS, y 
evaluamos su efecto sobre la S-glutationilación y la S-nitrosilación del RyR2 
respectivamente. 
Figura 34. Actividad de NADPH oxidasa 
(NOX). Medida de la generación del anión 
superóxido en vesículas aisladas de 
corazones Ctrl y sujetos a I/R en ausencia 
(SD) y presencia de APO. Los datos se 
expresan como nanomoles de anión 
superóxido por miligramo de proteína por 
min y representan la media ± ES (n= 3-10 




Como muestra la Figura 35, el tratamiento con APO disminuyó selectivamente 
el aumento de la S-glutationilación del RyR2, sin afectar los niveles de S-
nitrosilación. Por otro parte, en los corazones perfundidos con L-NAME se observó 
una reducción del incremento de la S-nitrosilación causado por la reperfusión, sin 
modificación de los niveles de S-glutationilación del RyR2 
 
Para determinar la contribución relativa de la S-glutationilación y la S-
nitrosilación en la generación de arritmias de reperfusión, se evaluó la aparición de 
LPs y la duración e incidencia de TV en presencia de APO y L-NAME. Se observó 
que el tratamiento con estos inhibidores no atenuó la arritmogénesis generada por la 
reperfusión, como ocurrió en presencia de MPG. Muy por el contrario, APO y L-
NAME aumentaron significativamente el número de LPs (Figura 36 A) y provocaron 
una mayor incidencia de TV, acompañada por un incremento en la duración de este 
tipo de eventos arrítmicos con respecto a los corazones sometidos a I/R sin 
tratamiento (Figura 36 C y B).  
 
 
Figura 35. Inhibición selectiva de cambios redox reversibles del RyR2. Western blots 
representativos y resultados totales de la S-Glutationilación (A) y S-Nitrosilación (B) del RyR2 en 
corazones Ctrl y sometidos a I/R en ausencia (SD) y presencia de APO o L-NAME. Los resultados se 
expresan normalizados por RyR2 y como % de Ctrl. Los datos representan la media ± ES (n= 7-13 





Los resultados de estos últimos experimentos indicaban que, dependiendo de 
la herramienta farmacológica usada para prevenir la S-glutationilación y la S-
nitrosilación, podían detectarse efectos beneficiosos (MPG) o perjudiciales (APO o 
L-NAME) sobre la generación de arritmias. Para estudiar si esta discrepancia se 
originaba por el diferente entorno oxidativo derivado de los distintos tratamientos, 
realizamos la medición de GSH en los corazones sometidos a I/R en presencia de 
APO o L-NAME. Como se observa en la Figura 37, ninguno de los inhibidores fue 
capaz de impedir la disminución de la defensa antioxidante causada por la I/R, como 


































































Figura 36. Inhibición selectiva de las oxidaciones reversibles y arritmias de reperfusión. A) Latidos 
prematuros (LPs), B) duración y C) incidencia de taquicardia ventricular (TV) durante los primeros 3 
min de reperfusión en corazones sometidos a I/R en ausencia y presencia de APO o L-NAME. Los 




Figura 37. Contenido de GSH reducido en el modelo de I/R. Valores promedio del contenido de 
glutatión reducido (GSH) medido en tejido de corazones Ctrl y sometido a I/R en ausencia (SD) y 
presencia de APO o L-NAME. Los datos, expresados como µg/g de tejido, representan la media ± ES 
(n= 3-6 corazones),*p<0,05 vs. Ctrl. 
 
Así, el aparente efecto beneficioso o deletéreo de la S-glutationilación y la S-
nitrosilación sobre la actividad eléctrica durante la reperfusión parece depender del 
entorno redox el cual es diferencialmente afectado por los fármacos utilizados. 
 
 
2.2. Efectos de los distintos tratamientos sobre la contractilidad del corazón sometido 
a I/R  
Dado que la actividad arritmogénica durante la reperfusión se ha vinculado a 
pérdidas espontáneas de Ca2+ del RS y esto podría alterar el contenido de Ca2+ de 
la organela y en consecuencia la contractilidad, decidimos evaluar el impacto de los 
distintos antioxidantes sobre la función contráctil de corazones sometidos a I/R. 
Como muestra la Figura 38 la presencia de MPG no modificó el 





Figura 38. Efectos del MPG sobre la recuperación contráctil durante la reperfusión. A) Transcurso 
en el tiempo de la máxima velocidad de desarrollo de la presión (+dP/dt) y B) de la presión diastólica 
final (LVEDP) en corazones sometido a I/R en presencia o ausencia de MPG. Los datos representan 
la media ± SE (n 4-11 corazones). 
 
En cambio, el tratamiento de los corazones con APO o L-NAME provocó un 
deterioro drástico en la recuperación mecánica durante la reperfusión, evidenciado 
por una disminución de la máxima velocidad de desarrollo de la presión y un 




Figura 39. Efectos de la perfusión con APO y L-NAME sobre la recuperación contráctil durante la 
reperfusión. A) Transcurso en el tiempo de la máxima velocidad de desarrollo de la presión del 
ventrículo izquierdo (+dP/dt) y B) de la presión diastólica final (LVEDP) en corazones sometidos a 
I/R en presencia y ausencia de APO o L-NAME. Los datos representan la media ± SE (n 4-11 
corazones). *p<0,05 vs. I/R. 
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Considerando en conjunto los resultados obtenidos en la evaluación de la 
actividad mecánica y eléctrica de los corazones, podemos concluir que la 
disminución de arritmias provocada por el MPG no resultó en una mejora de la 
función contráctil mientras que el mayor número y severidad de arritmias 
encontradas por el tratamiento con APO y L-NAME, impactó negativamente en la 
recuperación mecánica postisquémica.  
 
2.3. Discusión  
En este trabajo de Tesis demostramos la oxidación del RyR2 durante la 
reperfusión temprana. Esto se evidenció por una disminución del contenido de tioles 
libres y también por un aumento de la S-nitrosilación y de la S-glutationilación de la 
proteína. Cabe señalar que si bien estudiamos en particular estas dos 
modificaciones redox, no podemos descartar que otras oxidaciones reversibles 
(formación de puente disulfuro) o irreversibles (sulfínico y sulfónico) de las cisteínas 
o bien oxidaciones a nivel de otros aminoácidos del RyR2 también estén ocurriendo 
en la I/R.  
Nuestros experimentos mostraron que la prevención simultánea de la S-
glutationilación y de la S-nitrosilación disminuyó significativamente el número de 
arritmias. En una primera aproximación, estos resultados eran consistentes con los 
trabajos que le atribuyen a la oxidación de las cisteínas del RyR2, un rol importante 
en la pérdida espontánea de Ca2+ del RS, formación de ondas de Ca2+, arritmias y 
disfunción contráctil, en distintas patologías cardíacas como el infarto, la 
insuficiencia cardíaca y la cardiomiopatía de la distrofia muscular de Duchene (Marks 
2000; Belevych y col. 2009 y 2011; Wang y col. 2015; Zima y Mazurek 2016). 
Sin embargo la eliminación selectiva de la S-glutationilación y la S-
nitrosilación nos llevó a conclusiones opuestas: APO y L-NAME aumentaron las 
arritmias de reperfusión y provocaron un deterioro en la recuperación contráctil post-
isquémica, sugiriendo un rol protector para ambas modificaciones redox.  
La explicación de esta aparente contradicción surgió al estudiar el impacto 
que tenían las drogas utilizadas sobre el estrés oxidativo celular. El MPG evitó las 
modificaciones redox del RyR2 estudiadas y previno el estrés oxidativo inducido por 
la reperfusión. En cambio, APO y L-NAME si bien impidieron respectivamente la S-
glutationilación y la S-nitrosilación del canal, no fueron capaces de limitar el 
desbalance redox celular post-isquémico. Es decir, la remoción de las 
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modificaciones redox reversibles ocurrió en un entorno pro-oxidante. Nuestra 
propuesta es que los tioles libres que quedaron expuestos en esta condición, 
sufrieron oxidaciones máximas que produjeron una alteración pro-arritmogénica del 
canal. Lamentablemente, no pudimos confirmar este hecho debido a que la 
determinación de los derivados sulfínicos y sulfónicos de las cisteínas del RyR2, 
está fuera del alcance de este trabajo de Tesis. Igualmente como ya se mencionó en 
la Introducción, la naturaleza protectora de la S-glutationilación y S-nitrosilación, ha 
sido sugerida por varios investigadores (González y col. 2007; Sánchez y col. 2008; 
González y col. 2010; Cutler y col. 2012). En concordancia con nuestros resultados, 
se ha informado que la deleción genética o inhibición farmacológica de la NOS, que 
produce la disminución de la S-nitrosilación del RyR2, se asoció con un aumento de 
la pérdida de Ca2+ desde el RS en cardiomiocitos aislados de ratón (González y col. 
2007). El mismo grupo de investigadores demostró más tarde en miocitos 
ventriculares aislados de corazones de ratas insuficientes, que el desbalance 
nitroso-redox (disminución de la S-nitrosilación y aumento de la oxidación del RyR2) 
conduce a un incremento en la pérdida de Ca2+ por el RS, manejo de Ca2+ alterado y 
disfunción contráctil (González y col. 2010). De manera similar, Cutler y col. (2012), 
demostraron en el corazón intacto de cobayo que este desbalance nitroso-redox del 
RyR2 deriva en un incremento de la liberación espontánea de Ca2+ del RS que 
desencadena arritmias ventriculares, en condiciones de Ca2+ elevado y estrés 
oxidativo.  
Resulta pertinente discutir aquí por qué el efecto anti-arrítmico beneficioso del 
tratamiento con MPG no se asoció con una mejora de la recuperación contráctil 
durante la reperfusión. Según plantearon Eisner y col. (1998), el RS puede regular 
su contenido de Ca2+ a través de modificar los flujos de Ca2+ del sarcolema, 
mediados por CCL y NCX. Los autores proponen que debido a este mecanismo de 
retroalimentación negativa los cambios de la carga de Ca2+ del RS son transitorios y 
pueden no traducirse en cambios de contractilidad. Por ejemplo, la menor pérdida de 
Ca2+ a través del RyR2 inducida por la presencia de MPG, debería haber conducido 
a un aumento en el contenido de Ca2+ del RS. Sin embargo una vez liberado al 
citosol, el ión promovería un menor influjo de Ca2+ por el CCL debido a una 
inactivación por Ca2+ del canal y una mayor extrusión del ion por el NCX en su modo 
directo, secuencia de eventos que evitaría la ganancia del contenido de Ca2+ del RS. 
Sin embargo, este mecanismo podría verse superado ante el aumento de la 
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severidad de las arritmias de reperfusión, como en el caso de la perfusión de los 
corazones con APO y L-NAME. La pérdida de oxidaciones reversibles (protectoras) y 
ganancia de oxidaciones severas (irreversibles) podrían tornar hiperactivo al RyR2, 
conduciendo a una masiva fuga de Ca2+, con disminución de la carga del RS y 
empeoramiento de la recuperación contráctil. 
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Sección 3: Modificaciones redox de la quinasa dependiente de 
Ca2+ y calmodulina  
 
3.1. Oxidación de la CaMKII 
Hasta aquí hemos estudiado los efectos que el estrés oxidativo de la I/R 
provoca sobre la oxidación del RyR2, las arritmias de reperfusión y la recuperación 
contráctil. Pero como se mencionó previamente, la fosforilación del RyR2 por la 
CaMKII también desempeña un rol muy importante en las arritmias de reperfusión 
(Said y col. 2011). Dado que CaMKII puede ser activada por ROS (Erickson y col. 
2008), buscamos establecer si, en nuestro protocolo experimental, la enzima se 
encuentra oxidada y si esta modificación contribuye a su activación y a la 
fosforilación de sus sustratos a nivel del RS, entre ellos el RyR2. 
Como muestra la Figura 40, la oxidación de CaMKII (ox-CaMKII) aumentó al 
comienzo de la reperfusión y el tratamiento de los corazones con dos atrapadores de 
ROS como el MPG o el Tirón, previno este incremento. La perfusión con APO o L-
NAME por el contrario, no afectó los niveles de oxidación de la quinasa inducidos 











Figura 40. Oxidación de CaMKII (ox-CaMKII). Western blots representativos y resultados totales 
que muestran los niveles de oxidación de CaMKII en corazones Ctrl o sometidos a I/R en ausencia 
(SD) y presencia de los diferentes fármacos (MPG, Tirón (Ti), APO, L-NAME (LN)). Los resultados 
de ox-CaMKII/GAPDH se expresan como % del Ctrl. Los datos representan la media ± ES (n=4-7 
corazones por grupo). *p<0,05 vs. Ctrl, # p<0,05 vs. I/R SD.  
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Para evaluar si la oxidación de CaMKII contribuye a su actividad fosforilante, 
se midieron la fosforilación de la treonina 287 de CaMKII (autofosforilación, 
pCaMKII) y la fosforilación de sus proteínas diana: PLN y RyR2 en sus sitios 
específicos treonina 17 (pThr17-PLN) y serina 2815 (pSer2815-RyR2 para la rata) 
respectivamente. Confirmando resultados previos (Said y col. 2003), se detectaron 
aumentos de los niveles de fosforilación de las 3 proteínas al comienzo de la 
reperfusión (Figura 41). Inesperadamente, el tratamiento con MPG que había 
suprimido el aumento de ox-CaMKII inducido por la reperfusión (Figura 40), no 
redujo ni la autofosforilación de la quinasa ni la de sus sustratos (Figuras 41, 42 y 
43). Por otra parte, la administración de APO y L-NAME para inhibir la NOX y la NOS 
respectivamente, no afectó el aumento de las fosforilaciones dependientes de 
CaMKII inducidas por la reperfusión. 
 
 
Figura 41. La actividad de CaMKII es independiente de su estado de oxidación. Western blots 
representativos y resultados totales que muestran la autofosforilación de CaMKII (pCaMKII), en 
condiciones controles (Ctrl) o durante I/R en ausencia (SD) y presencia de las diferentes 
intervenciones (MPG, APO y LN). Los resultados se expresan como % del Ctrl para 





Figura 42. La actividad de CaMKII es independiente de su estado de oxidación. Western blots 
representativos y resultados totales que muestran fosforilación de pThr17-PLN, en condiciones 
controles (Ctrl) o durante I/R en ausencia (SD) y presencia de las diferentes intervenciones (MPG, 
APO y LN). Los resultados se expresan como % de I/R SD para pThr17-PLN/PLN. Los datos 




Figura 43. La actividad de CaMKII es independiente de su estado de oxidación. Western blots 
representativos y resultados totales que muestran la fosforilación de pSer2815-RyR2, en condiciones 
controles (Ctrl) o durante I/R en ausencia (SD) y presencia de las diferentes intervenciones (MPG, 
APO y LN). Los resultados se expresan como % del Ctrl para pSer2815-RyR2/RyR2. Los datos 
representan la media ± ES (n= 3-8 corazones por grupo). *p<0,05 vs. Ctrl.  
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3.2. Discusión  
Los resultados presentados en esta sección demuestran que la CaMKII se 
oxida durante la reperfusión temprana. El aumento de ox-CaMKII parece ser el 
resultado de un mecanismo independiente de la actividad de la NOX y de la NOS, 
que desacoplada también es capaz de producir ROS. Posiblemente sean las 
mitocondrias las responsables de proveer los ROS implicados en esta oxidación. Lo 
interesante de estos resultados es que la modificación oxidativa de la CaMKII no fue 
necesaria para sostener su actividad enzimática al inicio de la reperfusión, ya que 
las fosforilaciones de sus sustratos no se alteraron cuando se impidió el incremento 
de su oxidación. Es probable que la sobrecarga de Ca2+ producida al inicio de la 
reperfusión proporcione el Ca2+ necesario para activar y sostener la actividad de 
CaMKII, independientemente de su estado de oxidación. 
La falta de relación entre la oxidación y la activación de CaMKII encontrada en 
nuestros experimentos es consistente con lo reportado por Bell y col. (2015). Este 
grupo recientemente describió niveles similares de ox-CaMKII asociados con 
diferentes grados de fosforilación de CaMKII y PLN en corazones atontados de ratas 
machos y hembras. 
Finalmente, la falta de efecto del L-NAME sobre la autofosforilación de 
CaMKII y la fosforilación de sus proteínas diana, sugiere indirectamente que la 
activación por NO de la enzima (S-nitrosilación) propuesta por varios grupos de 
investigación (Gutiérrez y col. 2013; Curran y col. 2014; Erickson y col. 2015) 
tampoco sería necesaria para sostener la actividad de CaMKII en nuestras 
condiciones experimentales.  
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Sección 4: Contribución de la fosforilación y oxidación del 
RyR2 a las arritmias de reperfusión y a las pérdidas de Ca2+ del 
RS 
 
4.1. Contribución de la fosforilación y oxidación del RyR2 a las arritmias de 
reperfusión 
Hasta aquí hemos considerado el rol de los ROS/RNS en la génesis de las 
arritmias de reperfusión, sugiriendo la implicancia de modificaciones redox del RyR2 
en estos eventos. Estas modificaciones del RyR2 ocurrieron en simultáneo con un 
aumento de la fosforilación del canal por CaMKII (Figura 41) modificación que, como 
demostramos previamente, es pro-arritmogénica (Said y col. 2011). Con el fin de 
disecar los efectos producidos por los cambios redox de aquellos provocados por la 
fosforilación, en los siguientes experimentos utilizamos ratones transgénicos 





































Figura 44. Arritmias de reperfusión en ratones S2814A. A) Registros representativos de la actividad eléctrica 
(MAP) que muestran LPs (flechas) durante la reperfusión en ratones WT o con mutación genética del sitio 
Ser2814 del RyR2 (S2814A) en ausencia (SD) o presencia de MPG. B) Resultados totales de LPs durante los 
primeros 3 min de reperfusión. Los datos representan la media ± SE (n=3-8 corazones). *p<0,05 respecto a 
WT. # p<0,05  respecto a S2814A sin MPG.  
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Como se muestra en la Figura 44, los ratones S2814A sometidos a I/R 
mostraron una disminución significativa de los LPs al inicio de la reperfusión 
respecto a los contabilizados en la cepa salvaje (WT), avalando resultados previos 
de nuestro grupo (Said y col. 2011). El tratamiento con MPG fue capaz de reducir 
aún más la incidencia de arritmias en los ratones transgénicos. 
 
4.2. Contribución de la fosforilación y oxidación del RyR2 a las pérdidas 
espontáneas de Ca2+ del RS en miocitos aislados sometidos a I/R 
Si bien nuestros resultados sugieren que las modificaciones redox del RyR2 
son importantes protagonistas en las arritmias de reperfusión, no pudimos establecer 
inequívocamente una relación causal. Para poder valorar cómo afectan los cambios 
redox inducidos por la I/R la actividad del RyR2, estudiamos las pérdidas 
espontáneas de Ca2+ del RS en miocitos aislados de ratones WT y S2814A, 
sometidos a un protocolo de I/R simulada.  
 
En miocitos de ratones WT, la I/R provocó un aumento de la frecuencia de 
chispas de Ca2+ respecto a la observada antes del protocolo (Pre-isquemia: 2,2±0,5 







































Figura 45. Resultados totales de las liberaciones espontáneas de Ca2+ (sparks) por el RyR2 en 
condiciones Ctrl y durante la I/R en ausencia (SD) y en presencia de MPG. Los datos representan la 
media ± SEM (Ctrl vs I/R SD, n=28-41 células de 6 animales). * P <0,05 con respecto a WT.  
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aumento fue significativamente menor en miocitos de ratones S2814A, confirmando 
que la inhibición genética de la fosforilación del RyR2 reduce la pérdida diastólica de 
Ca2+ del RS (Figura 43). Cuando estos mismos miocitos se trataron con MPG las 
liberaciones espontáneas de Ca2+ disminuyeron aún más.  
 
4.3. Discusión 
Los resultados obtenidos en esta sección avalan el concepto de que la 
oxidación, junto con la fosforilación del RyR2, contribuye a la generación de arritmias 
de reperfusión. En distintas situaciones experimentales en las que se abolió la 
fosforilación y/o la oxidación del RyR2, se observó una estrecha correlación entre los 
eventos arrítmicos y las liberaciones espontáneas de Ca2+ por el RS como una 
medida de la actividad del RyR2. Esto nos permite sugerir que las alteraciones post-
traduccionales del canal son mecanismos moleculares responsables de las arritmias 
de reperfusión. Es decir que tanto la fosforilación como la oxidación actuarían de 
manera conjunta regulando la actividad del canal y generando un escenario posible 
para la aparición de arritmias durante la reperfusión.  
 Como fue ya descripto, numerosos trabajos habían demostrado de manera 
independiente que la fosforilación por CaMKII y la oxidación del RyR2 favorecen la 
generación de arritmias en distintas patologías (Chelu y col. 2009; Ho y col. 2011; 
Belevych y col. 2011; Bell y col. 2015). Recientemente se ha descripto que podría 
existir una potencial interacción y/o relación entre ambas modificaciones 
postraduccionales del RyR2. En un modelo murino con distrofia muscular de 
Duchenne (mdx) (Kyrychenko y col. 2013; Wang y col. 2015) la inhibición genética 
de la fosforilación del canal, disminuyó la oxidación y actividad del RyR2 
encontradas en la cardiomiopatía de esta enfermedad. En contraste, en corazones 
intactos de cobayo se encontró que la inhibición de la S-nitrosilación del RyR2, 
provocó un aumento de su oxidación e incrementó las arritmias provocadas por la 
elevación del Ca2+ intracelular pero esto se acompañó de una disminución de la 
fosforilación del sitio serina 2814 del RyR2 (Cutler y col. 2012). Estas interacciones 
entre las modificaciones oxidativas y la fosforilación del RyR2 no se observaron en 
nuestros experimentos de corazones sometidos a I/R. La disminución de la 
oxidación del RyR2 por el tratamiento con MPG no afectó el aumento en la 
fosforilación dependiente de CaMKII del RyR2 inducido por la reperfusión. Los 
resultados demuestran que en nuestras condiciones experimentales, la oxidación y 
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la fosforilación actúan como vías independientes y aditivas en la regulación de la 
actividad del RyR2 y la propensión a la aparición de arritmias. 
Recientemente, se han comenzado a estudiar los cambios que la fosforilación 
y oxidación introducen en la estructura del RyR2, cambios que podían explicar la 
mayor pérdida de Ca2+ por favorecer la inestabilidad del canal. Se sugiere que tanto 
la oxidación del canal como su fosforilación por CaMKII, alteran la interacción de los 
dominios N-terminal y central llevando a un cambio conformacional con menor 
afinidad por la CaM (Oda y col. 2015; Uchinoumi y col. 2016), proteína que unida al 
canal lo hace más estable e inhibe el influjo de Ca2+ (Yamaguchi y col. 2003) 
A partir de estos resultados, proyectamos profundizar el estudio de la relación 
entre alteraciones post-traduccionales del RyR2 y la aparición de arritmias en la I/R. 
En un futuro próximo investigaremos si drogas como el dantrolene, que se ha 
propuesto revierte las alteraciones estructurales provocadas por la fosforilación y la 
oxidación que inestabilizan al canal (Oda y col. 2015; Uchinomi y col. 2016; Bers 







En resumen, nuestros resultados aportan evidencias que amplían el 
conocimiento sobre los potenciales mecanismos subcelulares que conducen a las 
arritmias de reperfusión. Pudimos comprobar que el estrés oxidativo contribuye a la 
alteración del ritmo cardíaco en un modelo de I/R en corazón aislado. Demostramos 
la presencia de modificaciones redox tanto en CaMKII como en el RyR2 durante la 
reperfusión postisquémica. Evidenciamos que las oxidaciones reversibles del RyR2 
como la S-nitrosilación y la S-glutationilación restringen las arritmias (oxidaciones 
protectoras), mientras que otras oxidaciones amplifican el efecto arritmogénico de la 
fosforilación del canal debida a CaMKII. En miocitos aislados, pudimos demostrar 
que las alteraciones redox del RyR2, junto con su fosforilación por CaMKII, 
aumentan la actividad del canal, generando un escenario propicio para las arritmias 
de reperfusión. 
Los resultados de este trabajo de Tesis permitirían suponer que las 
estrategias farmacológicas y no farmacológicas que intentan reducir el estrés 
oxidativo causado por la I/R, podrían ser una terapéutica apropiada en las arritmias 
de reperfusión. Sin embargo, diversos estudios clínicos han revelado que la terapia 
antioxidante en este contexto no ha dado los resultados esperados (Lonborg 2015; 
Sinning y col. 2017; Farías y col. 2017). La limitación de estos tratamientos radicaría 
entre otras razones, en la falta de identificación de las fuentes de producción de 
ROS/RNS y/o en la incapacidad de dirigir los antioxidantes hacia los compartimentos 
subcelulares adecuados. 
Esperamos que este trabajo experimental contribuya a aclarar las bases 
moleculares del fenómeno arrítmico permitiendo una mejor implementación de la 
terapia antioxidante con el fin de resolver esta complicación frecuente de la 
reperfusión coronaria, la cual, por su severidad, pone en riesgo la vida de los 
pacientes con infarto de miocardio, enfermedad con una alta prevalencia en nuestro 
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